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Der gelbe Federfarbstoff des Kanarienvogels 
[Serinus canaria canaria (L.)] 
und das Vorkommen von Carotinoiden bei Végeln. 
Von 
Hans Brockmann und Otto Volker. 
Mit 5 Figuren auf Tafel II. 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fiir Chemie.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Februar 1934.) 


Die Gruppe der Carotinfarbstoffe ist durch die Untersuchungen 
von P. Karrer, L. Zechmeister und insbesondere von R. Kuhn 
und seinen Mitarbeitern in den letzten Jahren um eine Anzahl 
neu aufgefundener Vertreter bereichert worden, deren Konstitutions- 
unterschiede zeigen, iiber welche Variationsméglichkeiten die 
Pflanze beim Aufbau carotinoider Farbstoffe verfiigt*). Dabei 
werden offenbar einige wenige Typen bevorzugt (@-Carotin, Lut ein) 
die infolgedessen in der Pflanzenwelt besonders weit verbreitet sind. 

Demgegeniiber sind im Tierreich nur wenige Vertreter der 
Carotinoide aufgefunden worden, deren Menge im Vergleich zur 
Pflanze in den meisten Fallen sehr gering ist’). In einheitlicher 
krystallisierter Form wurden bisher nur erhalten Lutein*®) aus dem 
Hithnereidotter, Xanthophyll aus Schafkot*) und Rohseide®), 
Carotin aus dem Corpus luteum der Kuh*) und Astacin aus 
Chitinpanzer, Hypodermis und Eiern einiger dekapoder Krebse’). 


1) Zusammenfassende Literatur: L. Zechmeister, Handb. d. Pflanzen- 
analyse herausgeg. von G. Klein 3,. 1336 (1932); E. Bergmann, Ergebn. 
d. Physiol. 35, 158 (1933). 

*) Wie E. Lénnberg gezeigt hat, kommen Carotinfarbstoffe bei den 
meisien Tierklassen vor, doch beruhen seine Angaben auf einer Analysen- 
methode, die eine sichere Identifizierung nicht ermédglicht. Ark. f. Zool. 
21A—26A (1929—383). 

3) R. Willstatter u. H. H. Escher, Diese Z. 76, 214 (1911); R. Kuhn, 
A. Winterstein u. E. Lederer, Diese Z. 197, 141 (1931). 

4) H. Fischer, Diese Z. 96, 295 (1916). 

5) M. Oku, Bull. Agricult. Chem. Soc. Jap. 5, 81 (1929). 

®) H. H. Escher, Diese Z. 83, 198 (1913). 

7) R. Kuhn u. E. Lederer, Ber. chem. Ges. 66, 488 (1933); R. Kuhn, 
E. Lederer u. A. Deutsch, Diese Z. 220, 229 (1933). 
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Alle anderen Angaben iiber das Vorkommen von Carotinoiden 
bei Tieren beruhen auf analytischen Untersuchungen, von denen 
nur die in neuerer Zeit mit verbesserten Methoden ausgefiihrten 
Zuverlassigkeit beanspruchen diirfen. In allen Alteren Abhand- 
lungen iiber tierische ,,Lipochrome“ sind die aufgefundenen Farb- 
stoffe nur unzulanglich charakterisiert'), so daB ihre Identifizierung 
mit den heute bekannten Carotinfarbstoffen schwer ist, zumal fast 
jeder Autor eine eigene Nomenklatur verwendet. Immerhin geben 
diese ilteren Arbeiten wertvolle Hinweise auf das mégliche Vor- 
kommen von Carotinoiden bei bestimmten Tierarten. 

Die Erkenntnis, daB die Carotine sowie einige Oxydations- 
produkte des #-Carotins*) als Vorstufen des A-Vitamins fungieren 
kénnen, gibt der Frage nach der physiologischen Rolle der tie- 
rischen Carotinoide eine erhéhte Bedeutung. Eng damit verkniipft 
ist die Frage ihrer Herkunft, fiir die grundsiitzlich drei Méglich- 
keiten gegeben sind, direkte Ubernahme durch die Nahrung aus 
Pflanzen oder pflanzenfressenden Tieren, Umbau aufgenommener 
Carotinoide und endlich Synthese. 

Nachdem durch die Analysenmethode von R. Kuhn und 
H. Brockmann’) die Méglichkeit gegeben ist, Carotinoide auch 
in kleinsten Mengen voneinander zu trennen und zu identifizieren, 


haben wir eine Bearbeitung der geschilderten Fragen in Angrifi 


genommen, und zwar wihlten wir als Tiermaterial die Klasse der 
Vogel, in deren Stoffwechsel Carotinfarbstoffe offenbar eine ge- 
wisse Rolle spielen, wie der Carotinoidgehalt der Eidotter vieler 
Vogelarten anzeigt. 

Alte Literaturangaben iiber das Vorkommen von ,,Lipochromen* 
in der Vogelfeder veranlaBten uns, zunichst gelb- und rotgefarbte 
Federn aller leichter zuginglichen Vogelarten zu untersuchen. 
Da die gleichmaBige Verteilung der Farbstoffe in der Feder- 
substanz eine erschépfende Extraktion des fein zerteilten Materials 
mit Lésungsmitteln unméglich machte*), bestand die erste Aufgabe 
darin, die Farbstoffe unter méglichst milden Bedingungen frei- 
zulegen. Das geschah in geeigneter Weise durch Behandlung 


1) Altere Literatur bei L. S. Palmer, Carotinoids and related Pig- 
ments, New York 1922. 

*) Literatur bei R. Kuhn u. H. Brockmann, Klin. Wschr. 12, 972 
(1933). 

5) Diese Z. 206, 41 (1932). 

*) Bisweilen gehen bei der Extraktion fein zerteilter Federn schon 


merkliche Farbstoffmengen ins Lésungsmittel. 
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mit einer gesittigten Lésung von Lithiumbromid in der Wirme, 
worauf sich die Farbstoffe leicht mit absolutem Alkohol ausziehen 
lieBen. In den meisten Fallen war es von Vorteil, die Federn 
mit 10°/,iger athylalkoholischer Kalilauge kurze Zeit zu digerieren 
und dadurch die Farbstoffe quantitativ in Lésung zu _bringen. 

Als Prototyp eines gelb gefiederten Vogels mu8 der Kanarien- 
vogel gelten, der leicht zugiinglich ist und bei dem nach Alteren 
Literaturangaben tiber die Rotfarbung seiner Federn bei Paprika- 
fiitterung') eine Beziehung zwischen Federfarbe und Art der Fiitte- 
rung zu bestehen schien. Die Analyse der gelben Federn ergab das 
Vorliegen eines Carotinoides mit scharfen Absorptionsbanden bei 
472, 443 und 418 mu. Die Lage der Absorptionsbanden, der nega- 
tive Ausfall der Salzsiurereaktion sowie das Verhalten bei der Ver- 
teilung und Adsorption sprachen fiir das Vorliegen von Tara- 
xanthin*), von dem es sich jedoch in charakteristischer Weise 
dadurch unterschied, daB die mit 25°/,iger Salzsiiure unter- 
schichtete atherische Lisung des Farbstoffs keine Verschiebung 
der Absorptionsbanden zeigte, wihrend sowohl bei Taraxanthin 
als auch bei Violaxanthin eine starke Verschiebung der Banden 
nach kiirzeren Wellenlingen eintrat. Es bestand die Méglichkeit, 
daB es sich um ein noch unbekanntes Carotinoid handelte, das 
mit der Nahrung aufgenommen oder aber durch Synthese oder 
Umbau eines bekannten aus dem Futter stammenden Carotinoides 
im Organismus entstanden war. Eine sichere Entscheidung 
zwischen diesen Méglichkeiten hiitte die Isolierung des Farb- 
stoffes ergeben miissen, die aus naheliegenden Griinden, aus Mangel 
an Material, nicht durchzufiihren war. 

Wir haben deshalb versucht, auf einem indirekten Wege, 
namlich durch Fiitterungsversuche, AufschluB iiber die Natur des 
gelben Federfarbstoffes zu erhalten. Bemerkenswert ist, daB im 
K6rperfett, in der Leber und im Eidotter der untersuchten Vigel 
nur Lutein aufgefunden wurde, wihrend der taraxanthinihnliche 
Federfarbstoff nicht nachzuweisen war °). 


) Die mit Paprikafarbstoff angestellten Fiitterungsversuche, vel. 
R.Sauermann, Arch. f. Physiol. 1889, S. 543; H. Giersberg u. R. Stadie, 
Z. vergl. Physiol. 18, 696 (1933), ergeben kein klares Bild, weil es sich hier 
im ein schwer trennbares Gemisch der verschiedenartigsten Carotinoide 
- neben Capsanthin — handelt. Vgl. L. Zechmeister u. L. v. Cholnoky, 
Liebigs Ann. 454, 54 (1927). 

*) R. Kuhn u. E. Lederer, Diese Z. 200, 108 (1931); 213, 188 (1932). 

) In geringen Mengen findet sich dieser Farbstoff neben Lutein in 
vielen Vogeleiern, Tarsalhiuten und der Epidermis des Ginseschnabels. 


13* 
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Um die Abhangigkeit der Federfarbe von der Nahrung sicher- 
zustellen, wurden Kanarienvégel carotinoidfrei ernihrt. Eingehende 
Analysen der Komponenten des gebriuchlichen Vogelfutters sowie 
zahlreicher Samensorten, iiber deren Carotinoidgehalt keinerlei 
Angaben vorlagen, erméglichten es, durch geeignete Auswahl der 
Komponenten, ein carotinoidfreies vollwertiges Futter zusammen- 
zustellen, das einem solchen, dessen Farbstoffgehalt durch Extrak- 
tion entfernt wurde, unbedingt vorzuziehen ist. 

Ks stellte sich heraus, daB alle wihrend dieser carotinoid- 
freien Ernahrung neugebildeten Federn véllig farblos wurden, so 
da wir nach iiberstandener Mauser villig weiBe Kanarienvégel 
erhielten, deren Befinden durchaus normal war. AuBer durch 
Mauser wurde eine Neubildung von Federn durch vorsichtiges 
Ausrupfen an geeigneten Stellen hervorgerufen. Kontrollvégel, die 
wihrend der ganzen Versuchsdauer gewéhnliches Vogelfutter er- 
hielten, zeigten, wie zu erwarten, keinerlei Veriinderung ihrer 
Farbung. Damit war also die Abhingigkeit der gelben Feder- 
farbe vom Carotinoidgehalt der Nahrung eindeutig bewiesen. 

Da die Analysen der carotinoidhaltigen Futterkomponenten 
ergeben hatten, daB die Hauptmenge des Farbstoffes aus Lutein 
besteht, lag es nahe, dieses als Ausgangssubstanz fiir den Feder- 
farbstoff anzusehen. Zur experimentellen Priifung dieser Annahme 
erhielten die wei gewordenen Vogel reines Lutein als Futter- 
zusatz mit dem Ergebnis, dai die nach Rupfung oder Mauser 
neugebildeten Federn eine leuchtend gelbe Farbe annahmen. 
Nach geniigend langer Zeit gewannen die anfangs weiben Vogel 
ihre gelbe Farbe so vollstiindig zuriick, daB sie von den gelben 
Kontrolltieren nicht mehr zu unterscheiden waren?). Die Unter- 
suchung der neugebildeten gelben Federn ergab das Vorliegen 
desselben Farbstoffes wie bei den zahlreichen vorher untersuchten 
Végeln verschiedener Herkunft. Damit erscheint uns der ein- 
deutige Beweis gefiihrt zu sein, dai der gelbe Federfarbstoff als 
ein Umwandlungsprodukt des mit der Nahrung aufgenommenen 
Luteins anzusehen ist. Zu priifen war noch, ob auch andere 
Carotinoide als Ausgangsprodukt fiir diesen oder ihnliche Feder- 
farbstoffe in Betracht kamen. 

Zu dem Zweck wurden Carotinoide, die in pflanzlicher Vogel- 
nahrung vorkommen kénnen, niimlich Zeaxanthin, Violaxanthin, 
Carotin und Lycopin unter den gleichen Bedingungen wie Lutein 


1) Die Firbung war sogar noch etwas intensiver. 
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dem Futter weiBer Kanarienvégel zugesetzt. Eine Gelbfirbung 
neugebildeter Federn, die ebenso wie beim Lutein zur volligen 
Regenerierung der gelben Farbe fihrte, wurde nur bei der Ver- 
fiitterung von Zeaxanthin erreicht. Bei den Tieren dagegen, die 
Violaxanthin, 6-Carotin und Lycopin erhielten, blieb das Gefieder 
vollig wei. Die Indifferenz gegen Carotin ging sogar so weit, 
dab Végel, die neben ihrem carotinoidfreien Futter dauernd reich- 
liche Mengen 6-Carotin erhielten, nach der Rupfung und Mauser 
allmahlich véllig weiB wurden?) Die gelben Federn der mit 
Zeaxanthin gefiitterten Végel, die etwas orangestichiger waren als 
bei Luteinfiitterung, enthielten deutlich nachweisbare Mengen 
Zeaxanthin. Die Hauptmenge des Farbstoffes zeigte jedoch ver- 
waschene Absorptionsbanden und bestand offenbar aus einem 
Gemisch von Zersetzungs- bzw. Umwandlungsprodukten. Die 
Fiitterungsversuche zeigen iiberzeugend, dab in ganz spezifischer 
Weise nur Lutein, dasjenige Carotinoid, dessen Menge im Vogel- 
futter tiberwiegt, als Ausgangssubstanz fiir den Federfarbstoff 
normal ernihrter Végel in Frage kommt. Wihrend sich das Aus- 
bleiben der Federfirbung bei der Verfiitterung von Violaxanthin 
durch dessen schwere Resorbierbarkeit und groBe Empfindlich- 
keit erklaren abt, ist das negative Ergebnis mit Carotin und 
Lycopin bemerkenswert. 

Die Analysen von gelben Federn’) zahlreicher Vogelarten 
ergaben, daf das Vorkommen des beim Kanarienvogel aufgefun- 
denen Farbstoffes keineswegs auf diesen beschrinkt ist, sondern 
auch bei vielen anderen Vogelarten beobachtet wird. Neben Fallen 


') Wahrend unserer Untersuchungen erschien eine Mitteilung von 
Giersberg und Stadie (a.a.0.) tiber die Gelbfirbung von Kanarien- 
vogeln nach Fiitterung mit Karottenextrakt, die nach den Autoren durch 
Carotin bedingt sein soll, ohne daB hierfiir analytische Belege gegeben 
werden. Ein Ubergang von Carotin in die Feder erscheint nach unseren 
mit reinen Farbstoffen ausgefiihrten Versuchen ausgeschlossen. Die von 
den Autoren erzielte Gelbfirbung erklirt sich zwanglos durch den nicht 
unbedeutenden Luteingehalt der rohen Karottenextrakte (100g frische Karotten 
enthalten 0,39 mg Lutein, wihrend Riibsamen, die luteinreichste Vogelfutter- 
komponente, in 10 g 0,175 mg enthalten). 

*\ Das gelbe ,,Lipochrom“ von Melopsittacus undulatus (Wellensittich) 
hatte mit den Eigenschaften bekannter Carotinoide nichts gemeinsam. Be- 
ierkenswert ist dabei der Befund Desselbergers, J. f. Ornithol. 78, 328 
(1930), der beim Auftreten dieses Farbstoffes in der Federanlage nie Fett 
nachweisen konnte, an dessen Vorhandensein das Auftreten von Lipochromen 
in tierischen Geweben stets gebunden zu sein scheint und das in feinsten 
Trépfehen den Farbstoff gelést enthilt. 
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wo dieses Carotinoid wie beim Kanarienvogel als einziger Farb- 
stoff auftritt, fanden wir solche, in denen es in wechselnder Menge 
von Lutein oder von rotstichig gelben carotinoidaéhnlichen Farb- 
stoffen mit verwaschenen Absorptionsbanden, vermutlich Zer- 
setzungsprodukten, begleitet wird. Bei manchen Vogelarten war 
ausschlieBlich Lutein Ursache der gelben Federfarbe. In den 
Federn der Spechte beobachteten wir einen carotinoiden Farb- 


stoff mit sehr scharfen Absorptionsbanden bei 450 und 424 muy, 


der alle Kigenschaften eines Xanthophylls zeigte und der zweifellos 
mit einem Farbstoff identisch ist, den schon Krukenberg in 
den Federn dieser Végel entdeckte und ,,Picofulvin* benannte. 
Von Flavoxanthin?), mit dem es in den Absorptionsbanden iiber- 
einstimmt, unterscheidet es sich durch den negativen Ausfall der 
Salzsiurereaktion. Von Lutein, neben dem es gelegentlich in 
Spechtfedern vorkommt, li8t es sich durch Adsorption an CaCO, 
nicht quantitativ trennen. Da es uns gelang, durch bestimmte 
spiiter zu beschreibende Behandlung des Luteins einen Stoff mit 
denselben Eigenschaften zu gewinnen, méchten wir auch das 
»Picofulvin* fir ein Umwandlungsprodukt des mit der Nahrung 
aufgenommenen Luteins halten. 

In allen untersuchten Fiillen konnte niemals auch nur in 
Spuren Carotin in der Feder nachgewiesen werden. 

Nach unseren Feststellungen sind also als carotinoide Feder- 
farbstoffe zu unterscheiden: einerseits gut definierte mit scharfen 
Absorptionsbanden, nimlich Lutein und seine beiden Umwand- 
lungsprodukte, das ,,Kanarienxanthophyll“*) und das ,,Picofulvin“ 
der Spechte, andrerseits solche mit verwaschenen Absorptions- 
banden, die als undefinierbare Zersetzungsprodukte von Lutein 
(oder anderen Carotinoiden) anzusehen sind, worauf ihr Auftreten 
nach Zeaxanthinfiitterung hindeutet. 

Bemerkenswert ist, dab die gelben Federn im durchfallenden 
und auch im reflektierten Licht bei der Priifung mit dem Gitter- 
meBspektroskop deutliche Absorptionsbanden erkennen lassen’), 

1) R. Kuhn u. H. Brockmann, Diese Z. 218, 192 (1932). 

*) Der zuerst in den Federn des Kanarienvogels aufgefundene Farb- 
stoff mit den Absorptionsbanden bei 472, 443, 418 mu ist der Einfachheit 
wegen als ,, Kanarienxanthophyll“ bezeichnet. Fiir den in Spechtfedern 
vorkommenden Farbstoff mit den Banden 450, 424 mu ist die Bezeichnung 
Krukenbergs ,,Picofulvin“ beibehalten worden. Eine endgiiltige Be- 
nennung der Farbstoffe diirfte erst nach deren Isolierung angebracht sein: 
die hier gebrauchten Namen dienen nur der besseren Verstiindigung. 

5) WeiBe Federn, die durch Eintauchen in Luteinlésungen gelb gefirbi 
waren, zeigten keine Absorptionsbanden. 
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ein weiterer Beweis fiir die schon durch histologische Untersuchung 
festgestelite feine Verteilung des Farbstoffes in'der Federsubstanz '). 

Der experimentelle Nachweis, daB Lutein in vivo in das 
»Kanarienxanthophyll“, in vitro in einen dem ,,Picofulvin“ ihn- 
lichen Farbstoff iibergehen kann und selbst als Federfarbstoft 
vorkommt, fiihrt uns zu der Annahme, daS in den untersuchten 
Fillen praktisch alles Federcarotinoid aus dem Lutein?) der 
Nahrung stammt. Dadurch, dai diese Farbstoffe allein oder 
nebeneinander in der Feder abgelagert werden kénnen, ergeben 
sich bei*den einzelnen Vogelarten Verschiedenheiten in der Zu- 
sammensetzung ihrer Federfarbstoffe, die in folgendem Schema 
wiedergegeben sind, wobei der in geringerer Menge vorhandene 
Farbstoff in Klammer gesetzt ist: 


Bergstelze 
Lutein 
Pirol Grinfink 
Lutein ,,.Kanarienxanthophyll“ 
(,, Kanarienxanthophyll“) (Lutein) 
Kanarienvogel 
, Xanarienxanthophyll“‘ 
Gimpel Feuerweber 
Zersetzungsprodukte Lutein 
(rot) (,, Kanarienxanthophyli*) 
(Zersetzungsprodukte) 
(rot) 
Spechte 
»Picofulvin“ 
(Lutein) 


Aus den roten Papillen der Augenfelder des Jagdfasans 
(Phasianus colchicus), den sogenannten ,,Rosen“, konnten wir in 
kleiner Menge einen schén krystallisierenden Farbstoff isolieren, 
der in allen Eigenschaften mit Astacin iibereinstimmte. Leider 
war die Menge zur Analyse nicht ausreichend, so da eine end- 
giiltige Identifizierung mit Astacin einer weiteren Untersuchung 
mit gréBeren Mengen Ausgangsmaterial vorbehalten bleiben mub. 

Der Unterschied zwischen den zur Federfiirbung geeigneten 
Xanthophyllen Lutein und Zeaxanthin und den nicht in die 
Feder iibergehenden Polyenkohlenwasserstoffen #-Carotin und 
Lycopin erinnert an einen entsprechenden Unterschied, den 
Palmer beim Ubergang von verfiitterten Carotinoiden in den 
Kidotter der Hihner beobachtete. In vorbildlichen Arbeiten 


) Vgl. H. Desselberger, a.a. O. 
*) Die Verbreitung des Luteins in der Natur ist eine ungleich gréBere 
als die des Zeaxanthins (Physaliens). 
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zeigte Palmer als erster’), dai der gesamte Carotinoidgehalt 
des Hiihnereidotters aus der Nahrung stammt, und daB bei reich- 
lichem Xanthophyll- und Carotingehalt des Futters fast aus- 
schlieBlich Xanthophyll in den Dotter iibergeht, wihrend Carotin 
nur in sehr geringer Menge nachzuweisen ist.*) Die von R. Kuhn, 
A. Winterstein und E. Lederer nachgewiesene Identitiit des 
zuerst von R. Willstatter isolierten Kierluteins mit dem Lutein 
der Pflanze*), dem Hauptbestandteil des ,,Blattxanthophylls“, lief 
die Palmerschen Versuche im Sinne eines direkten Uberganges 
von Lutein aus der Pflanze in den Dotter deuten. Da diese 
Versuche nur mit carotinoidreichem Futter angestellt waren, er- 
schien es uns wiinschenswert, sie durch Fiitterungsversuche mit 
reinen Carotinoiden zu erweitern, um so die Bedeutung der 
einzelnen Carotinoide fiir die Farbe der Eidotter klarzustellen. 

Durch carotinoidfreie Ernihrung*) einer Anzahl weiBer Leg- 
hornhennen gelang es uns, Kier mit fast farblosen Dottern zu 
erhalten, die praktisch frei von Carotinoiden waren. Die zu ver- 
fiitternden Carotinoide wurden in Arachisél gelést und z. T. mit 
der Schlundsonde verabreicht, z. ‘I’. den Diitkuchen beigemengt, 
die von R. Kuhn und H.Brockmann zur A-Vitamin-freien Er- 
nihrung von Ratten verwendet wurden.®) Diese Form der Ver- 
fiitterung erwies sich wegen der besseren Resorption der Farb- 
stoffe als besonders geeignet. Schon nach wenigen Tagen wurden 
die Dotter der mit Lutein und Zeaxanthin gefiitterten Hiihner 
deutlich gelber und besaBen nach etwa 2—3 Wochen eine schéne 
rotgelbe Farbung. Ihr Farbstoffgehalt erreichte einen Wert, der 
dem eines gut gefirbten kiuflichen Eies gleich kam, aber auch 
durch langer dauernde Fiitterung nicht wesentlich iiber diesen 
Wert zu erhéhen war. Der Farbstofieinwanderung in den Dotter 
ist also eine gewisse obere Grenze gesetzt, die fiir Lutein und 
Zeaxanthin ungefahr gleich ist. 

Dagegen war auch nach langerer Fiitterung mit Violaxanthin 
keine Spur von diesem Xanthophyll im Dotter nachzuweisen. 


1) L. 8. Palmer u. Mitarbeiter, J. of biol. Chem. 23, 261 (1915); 39, 
299, 331 (1919). 

) Vgl. auch R.Willstitter u. H.H. Escher, Diese Z. 76, 214 (1911). 

%) Diese Z. 197, 141, 161 (1931). 

‘) Um Schidigungen durch A-Vitaminmangel (die sich in 2 Fiillen 
durch starken Gewichtsabfall und xerophthalmieihnliche Augenerkrankung 
zu erkennen gaben) vorzubeugen, erhielten die Tiere wéchentlich eine aus- 
reichende Menge A-Vitamin-Konzentrat 

5) Diese Z. 221, 129 (1933). 
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Versuche am Huhn und an der Ratte zeigten, da® schon im 
Magen-Darmtraktus eine Zerstérung dieses Xanthophylls offenbar 
durch Siurewirkung des Magensaftes erfolgt, so daB der negative 
Ausfall der Fiitterungsversuche verstiindlich wird. 

Die Eidotter der mit Carotin und Lycopin gefiitterten 
Hihner lieBen gegeniiber denen der carotinoidfrei ernihrten 
Tiere keine Farbvertiefung erkennen’). Die Analyse ergab nur 
sehr geringe Mengen von Carotin bzw. Lycopin. Bemerkenswert 
ist, daB der A-Vitamingehalt der carotinhaltigen Eidotter, der 
colorimetrisch mit Hilfe der SbCl,-Reaktion bestimmt wurde?), 
nur geringe Schwankungen aufwies und keineswegs hoher lag 
als bei Kiern, die von carotinarm ernihrten Hiihnern stammten. 
Offenbar wird durch eine gewisse Begrenzung der Vitaminzufuhr 
ins Ki einer Verschwendung von A-Vitamin vorgebeugt, das bei 
reichlicher Zufuhr gespeichert wird und so auch bei Mangel an 
Vitamin oder Provitamin eine ausreichende Versorgung des Ki- 
dotters gewihrleistet. 


Unsere Versuche geben keinen Anhaltspunkt dafiir, daB im 
Vogelorganismus eine Neubildung von Carotinoiden stattfindet. 
Wohl aber zeigen sie, daf eine Umwandlung verfiitterter Caro- 
tinoide méglich ist, bei der eine Anderung in der Lage der Ab- 
sorptionsbanden auftritt, wihrend die carotinoiden Kigenschaften 
erhalten bleiben. Ob das von R. Kuhn und E. Lederer ent- 


‘deckte Astacin und der von uns in den ,,Rosen“ des Jagdfasans 


aufgefundene Farbstoff vom Astacintypus ebenfalls solche Um- 
wandlungsprodukte der mit der Nahrung aufgenommenen pflanz- 
lichen Carotinoide sind, oder ob es sich hier um die Neubildung 
eines typisch tierischen Carotinoides handelt, kann nur durch 
entsprechende Fiitterungsversuche entschieden werden. 


Zusammenfassend lift sich also feststellen, dab weder die 
Polyenkohlenwasserstoffe der Formel C,,H,,, naimlich ?-Carotin 
und Lycopin, noch die Xanthophylle mit der Zusammensetzung 
CyH;,0,, Violaxanthin und Taraxanthin zur Ablagerung im 
Organismus des Vogels geeignet sind. Nur die Xanthophylle 
C,,H,,0,, Lutein und Zeaxanthin, die 2 Hydroxylgruppen besitzen, 
werden als Pigmente und Pigmentbildner verwendet. Offenbar spielt 
die Zahl der Hydroxylgruppen eine entscheidende Rolle, so daB 


1) Die Farbvertiefung, die Palmer beobachtete, riihrt zweifellos vom 
Luteingehalt der verfiitterten Karotten her. Vgl. S. 197. 
*) H. Brockmann u. M.L.Tecklenburg, Diese Z, 221, 117 (1933). 
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auch Capsanthin, das 2 Hydroxyle besitzt4), dieser Gruppe zu- 
zurechnen ist). 

Die Bevorzugung der Polyenalkohole Lutein und Zeaxanthin 
gegeniiber den Polyenkohlenwasserstoffen #-Carotin und Lycopin 
bei der Ablagerung im Vogelorganismus, steht im Gegensatz zum 
Verhalten der Carotinoide beim Siiuger*®, der, soweit bekannt, in 
seinen fett- und lipoidreichen Geweben in merklicher Menge nur 
Carotin abzulagern vermag. Dieser Unterschied fiihrt, falls er 
nicht auf verschiedene Resorptionsverhiltnisse zuriickzufiihren ist. 
zur Frage, ob der Abbaumechanismus der Carotinoide im Stoff- 
wechsel des Vogels ein anderer ist als beim Siiuger. Ihre Ver- 
folgung erscheint geeignet, der vergleichenden Physiologie neue 
Erkenntnisse zu vermitteln. 


Beschreibung der Versuche. 


I. Futteranalysen. — a) Kiufliches Mischfutter. Die einzelnen 
Komponenten des kiuflichen Vogelfutters wurden in der Kugelmiihle fein 
zermahlen und nach der Methode von R. Kuhn und H. Brockmann’) 
analysiert. Folgende Tabelle gibt die Mengen der einzelnen Carotinoide 
in y an, die in 10g der untersuchten Samenart enthalten sind. 


Tabelle 1. 
































Samenart Lutein | Carotin Samenart Lutein | Carotiu 

Brassica rapa Phalaris canariensis 

(Riibsamen). . . 175 17 (Spitzsamen). . . 28 0 
Cirsium spec. Panicum miliaceum 

(Distelsamen) . . 133 22 er 22 OG 
Cannabis sativa”) Papaver somniferum 

(Hanfsamen) . . 98 0 (Mohn, blau). . . 0 7 
Linum usitatisse- Avena sativa (Hafer, 

mum (Leinsamen) 65 11 geschilt) .... 10 0 


1 L.Zechmeister u. L.v.Cholnoky, Liebigs Ann. 487, 197 (1931). 

*) Eine Bestiitigung der mit unreinen Capsanthinpriiparaten erhaltenen 
Irgebnisse durch Fiitterungsversuche mit reinem Capsanthin steht noch aus. 
Da sein Vorkommen ausschlieBlich auf Capsicumarten beschriinkt zu sein 
scheint, diirfte es als Pigmentbildner bei Végeln kaum eine Rolle spielen. 

) Vgl. L. Zechmeister u. P. Tuzson, Ber. chem. Ges. 67, 154 
(1934); H. H. Escher, Diese Z. 83, 198 (1913). 

*) Diese Z. 206, 41 (1932). 

°) Enthalten auch Spuren von Violaxanthin. 
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b) Spezielle Samensorten'). Geringe Luteinmengen (10—60 y pro 
10 g Samen) enthielten die Samen von: 


Acer platanoides (Ahorn) Fagus silvatiea (Rotbuche) 

Actium lappa (Klette) Gramineae spec. (Grassamen) 

Alnus spec. (Erle) Helianthus annuus (Sonnenblume) 
Arachus hypogaea (ErdnuB) Taraxacum officinale (Liéwenzahn)’). 


Geringe, wegen ihrer verwaschenen Absorptionsbanden schlecht defi- 
nierbare Carotinoidmengen enthielten keimfihige Nadelholzsamen: 


Abies alba (WeiBtanne) Picea excelsa (Fichte) 

Larix decidua (Liirche) Pinus silvestris (Kiefer). 
Praktisch carotinoidfrei waren die Samen von: 

Camelina sativa (Leindotter) ) Lactuca sativa (Salat) *) 

Guixotia abyssinica (Negersaat) Oe5cnothera biennis (Nachtkerze). 

II. Fiitterungsversuche an Kanarienvogeln. Fiinfzehn sattgelbe 
Kanarienvégel, ein- und mehrjihrige Vigel der gelben Zuchtrasse, 
wurden allmihlich an ein Futtergemisch5), (bestehend aus Neger- 
saat, weiBem und schwarzem Salatsamen und wenig blauem Mohn) 
gewohnt und nach etwa 3 Wochen ausschlieBlich mit diesem ge- 
fiittert. Daneben bekamen die Végel als Futterzutaten noch 
regelmiBig carotinoidfreies Gebiick, zusammengesetzt aus: 


Casein... . . . . 20Teile Arachisél . . . . . . 15 Teile 
Reisstieke . . .... 4 y Ps coke 2 Bie 
Demmi .... < ew wre. cw clk te 2 OO 


Salzmischung nach Mc. Collum und Simmonds 5 Teile, auBer- 
dem weiBes Apfelfleisch und gekochtes, fein zerkleinertes Hiihner- 
eiweiB. Wihrend der ganzen Versuchsdauer wurde sorgsamst 
der Kérperzustand der Végel iiberwacht, da bekanntlich bei 
mageren Tieren, bei Fettmangel, trotz reichlicher Carotinoidzufuhr 
kein Carotinoid in den Federn abgelagert wird®). Um A-Vitamin- 


-inangel vorzubeugen, wurden alle Futterkomponenten im Abstand 


von 8 Tagen mit einem A-Vitamin-Konzentrat getriinkt. Von Zeit 
zu Zeit wurden den Végeln die am intensivsten gelb gefairbten 
Biirzelfedern (Oberschwanzdecken) ausgerupft, um die Fiarbung 
der nachwachsenden Federn zu priifen. 

Wihrend diese nach den beiden ersten Rupfungen — nach 


jedesmaliger Verhornung der Federn wurden diese von neuem 


1) Vgl. auch Diese Z. 207, 25 (1932). 

*) Enthalten auch Carotin. 

*) Enthalten viel Flavon. 

*) WeiBe und schwarze Sorte. 

*) Dieses Futtergemisch bewiihrte sich trotz der geringen Carotin- 
mengen, die es enthielt, am besten. 

*) Vgl. H. Schereschewsky, Arch. Entw.mechan. 115, 110 (1929). 
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ausgerupft — nur unwesentlich schwiacher gefairbt waren als die 
Originalfedern, zeigten die nach der durchschnittlich dritten bis 
fiinften Rupfung nachwachsenden Federn deutlich eine stetige 
Aufhellung ihrer Farbe von gelb zum schwichsten griinlichgelh, 
bis schlieBlich nach iiberstandener Herbstmauser die meisten Vogel 
rein weiB waren. Ein schwachgelber Anflug hie!t sich nur am 
Kopf und an den Schwingen.’) Das Kérperfett war wiahrend 
dieser Zeit weiBlich”) geworden und der Eidotter merklich blasser 
als der normal ernahrter Végel. 


Zur Kontrolle bekamen Végel bei normaler Kost in den | 


gleichen Zeitabstinden wie die Versuchsvégel Federn ausgerupit. 
Die nachwachsenden Federn zeigten stets denselben sattgelben 
Farbton der Originalfedern, und auch nach vollendeter Mauser 
hatte sich nichts im Aussehen der Vogel geindert trotz jeglichen 
Mangels an Griinfutter. 

Die weifen Kanarienvégel wurden nun in finf Gruppen 
eingeteilt, deren carotinoidfreies Futter jeweils mit reichlichen 
Mengen Lutein, Zeaxanthin*), Violaxanthin, Carotin und Lycopin 
versetzt wurde. Zu diesem Zweck wurde das Arachisél der Diit- 
kuchen mit reinen Carotinoiden gesittigt. Die Kuchen wurden 
fein verkriimelt und feingewiegtem MHiihnereiweib beigemengt, 
sowie einzeln gereicht.*) In dieser Form wurden die Farbstoffe 
von den Végeln gern gefressen. 

Nach 14tagiger Fiitterung mit den einzelnen Carotinoiden 
wurden die weiBen Biirzelfedern ausgerupft. Es ergab sich bei: 

a) Luteinfiitterung: Nach dem Rupfen wuchsen sofort 
gelbe Federn nach, deren Farbe stets intensiver war als die der 
Kontrolltiere bzw. der Originalfedern. In allen Fillen enthielten 
die Federn das ,,Kanarienxanthophyll“ mit den scharfen Absorp- 
tionsbanden bei 472, 443, 418 mu, das in allen Eigenschaften 
identisch war mit dem Farbstoff zahlreicher untersuchter Vogel 
verschiedener Herkunft. Daf es keineswegs nétig war, erst nach 


1) Mutativ entstandene und weitergeziichtete heterozygot weiBe Ka- 
narienvogel zeigen an denselben Stellen ebenfalls noch gelben Anflug. Veg. 
H. Duncker, Z. Abstammungslehre 45, 41 (1927). 

*} Bei normaler Fiitterung ist das Fett goldgelb gefirbt. 

°) Der leichteren Resorption wegen wurde der Dipalmitinsiureester 
des Zeaxanthins verfiittert. 

4) In allen Fallen iiberzeugten wir uns durch Kotanalysen, daB reich- 
liche Farbstoffmengen den Verdauungstraktus passiert hatten. AuBerdem 
wurde in regelméBigen Abstiinden der Farbstoffgehalt der Kuchen colori- 
metrisch und spektroskopisch gepriift. 
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14tiigiger Luteinfiitterung Federn zu rupfen, um eine Anfarbung 
der Federn zu erzielen, ergab sich aus folgendem Versuch: 
Uberschwemmte man das carotinoidfreie Futter eines gerade 
mausernden weiBen Vogels mit Lutein, so sprachen alle in der 
Folge nachwachsenden Federn sofort auf den Farbstoff an, 
was sich in einer Weibgelbscheckung des Vogels zu erkennen 
gab. Die Kidotter der Vogel zeigten eine intensive gelbrote Farbung. 
Die Analyse ergab nur Lutein. Im Kot der Tiere fand sich nie 
unverindertes Lutein. Stets war die erste Bande breit und ver- 
waschen, sowie etwas nach dem kurzwelligen Teil des Spektrums 
verschoben, die Bande bei 448 mu schmal und auffallend intensiv. 
Bemerkenswert ist, daB wir im Kot normal ernihrter Végel ge- 
legentlich einen Farbstoff fanden, der dieselben Eigenschaften 
besaB wie der Federfarbstoff, was darauf hindeuten kinnte, daB 
eme Umwandlung des Luteins schon im Magen-Darmtraktus 
erfolgt. 

b) Zeaxanthinfiitterung: Die nachwachsenden Federn 
zeigten eine goldgelbe Farbung. Die mit Zeaxanthin aufgefiirbten 
Vogel hatten stets einen deutlich orangestichigen Farbton gegen- 
iiber den mehr leuchtend griinstichigen ,,Luteinvégeln“. 

Die Federn enthielten in allen Fillen Zeaxanthin mit Ab- 
sorptionsbanden bei 482, 451 my. In dicker Schichi war die 
Benzinlésung orangestichig gelb, die Banden derselben etwas 
verwaschen. Neben unverindertem Zeaxanthin war stets ein 
etwas rotstichiger Farbstoff ohne Absorptionsbanden vorhanden, 
wohl ein Zersetzungsprodukt des Zeaxanthins. Die Kidotter zeigten 
eine intensive gelbrote Farbung. Die Analyse ergab vornehmlich 
freies Zeaxanthin. Im Kot der Végel konnte nie unverindertes 
Zeaxanthin nachgewiesen werden. Immer war die Bande bei 
482 mu schwach, die Bande bei 451 mu jedoch bedeutend stiirker. 

c) Violaxanthinfiitterung: Die nachwachsenden Federn 
zeigten keine Anfairbung, trotz langdauernder Fiitterung und 
ifteren Rupfungen. Im Kot fand sich ein Farbstoff, der in seinen 
Kigenschaften iibereinstimmte mit einem Umwandlungsprodukt des 
Violaxanthins.) Absorptionsbande bei 451 mu schwach, bei 
426 mp sehr intensiv. 

d) Carotinfiitterung: Die nachwachsenden Federn blieben 
auch nach lingerer Fiitterung und mehrmaligem Rupfen farblos. 


1) Die Beschreibung dieser Umwandlungsprodukte erfolgt an anderer 
Stelle. 
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Vogel, die von Beginn der Fiitterung an reichliche Mengen 
Carotin im Futter erhielten, waren nach der Mauser weiB, ver- 
hielten sich also genau so wie Vogel bei carotinoidfreier 
Kost. In diesem Fall eriibrigte sich infolge des Reichtums an 
Provitamin im Futter die Zugabe von A-Vitamin. Der Kot, 
der oft eine gelbgriine Farbung zeigte, enthielt stets betrichtliche 
Mengen unverindertes Carotin. 

e) Lycopinfiitterung: Die neugebildeten Federn waren 
genau wie bei den Carotinversuchen farblos. Im Kot fand sich 
stets unveriindertes Lycopin. 

III. Untersuchung der Federn verschiedener Vogelarten. Der 
AufschluB der Federn') erfolgte durch 20 Minuten langes Er- 
warmen mit gesittigter Lithiumbromidliésung auf dem Wasserbade’). 
Nach dem Abfiltrieren der farblosen LiBr-Lésung wurden die 
auf dem Filter befindlichen Federn mit absolutem Alkohol bei 
gelinder Wirme extrahiert und die Lisung in der iiblichen Weise 
weiter verarbeitet. Bequemer erwies sich der Aufschlu8 durch 
kurzes Digerieren mit 10°/,iger ithylalkoholischer Kalilauge bei 
Zimmertemperatur. 

In der folgenden Zusammenstellung sind die untersuchten Vogel- 
arten, geordnet nach der Natur ihrer Federcarotinoide, angefihrt: 

a) AusschlieBliches Vorkommen von Lutein bei: 


Emberixa icterica (Braunkopfammer) Plocews cucullatus (Textor) 

Motacila cinerea (Bergstelze) Regulus regulus (Wintergoldhihnchen) 
Motacilla flava (Schafstelze) Serinus canaria serinus (Girlitz) 
Phylloscopus sibtilatrix (Waldlaubsinger). 


b) Uberwiegend Lutein neben wenig ,,Kanarienxantho- 
phyll* bei: 

Emberixa citrinella (Goldammer) Parus caeruleus (Blaumeise) 
Oriolus ortolus (Pirol) Parus major (Kohlmeise). 

Im Chromatogramm blieb das ,,Kanarienxanthophyll“ an 
Calciumcarbonat als leuchtend gelber Ring zuriick, wahrend das 
Lutein langsam hindurchwanderte. Das ,,Kanarienxanthophyll“ 
machte etwa 1/,—1/,, des Luteingehaltes der Federn aus. 


‘) Meist wurden die Federn frisch-toter Végel untersucht. 

*) Behandelt man bei Anwesenheit von lipochromlosen Federn alko- 
holische Luteinlésung mit konzentrierter LiBr-Liésung lingere Zeit in der 
Wirme, so andert sich nichts an den Eigenschaften des Luteins. Anders 
verhielt sich das Lutein in den Goldammerfedern. Dieses blieb nach dem 
Freilegen mit LiBr-Lésung trotz Verseifuag im Benzin, wiihrend es nach 
Extraktion mit schwacher alkoholischer Kalilauge bei der Verteilung 
quantitativ in die untere Schicht ging. 
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c) Uberwiegend ,,.Kanarienxanthophyll* neben wenig 
Lutein bei: 
Carduelis spinus (Zeisig) Chioris chloris (Griiitink). 

Im Chromatogramm bildeten sich an Calciumcarbonat drei 
Zonen, die beiden oberen enthielten das ,,Kanarienxanthophyll*, 
die unterste Lutein. 


d) AusschlieBliches Vorkommenvon,Kanarienxantho- 
phyll* bei: 

Carduelis carduelis (Stieglitz) Serinus canaria (Kanarienvogel). 

Der Farbstoff beider Arten verhielt sich bei der Adsorption 
einheitlich. Meist ging der Farbstoff bei der Verteilung ins 
Methanol. In einigen Fallen blieb er trotz Verseifung im Benzin. 
Bemerkenswert ist das Vorkommen von Lutein in Leber und 
Kérperfett beider Arten. 

e) Lutein, wenig , Kanarienxanthophyll“undrote Zer- 
setzungsprodukte bei: Pyromelana franciscana (Feuerweber) in 
den roten Federn des Prachtkleides. Das rote Zersetzungsprodukt }), 
das nur eine Absorption von 512—432 mw zeigte, lieB sich durch 
Adsorption an CaCO, vom Lutein und_,,Kanarienxanthophyll“ 
quantitativ abtrennen. Ein Gemisch dieser Farbstoffe lieB sich 
auch in den ausgesprochen roten Federspitzen nachweisen (der 
Basalteil der Federn ist gelb). Das Lutein ist also nicht nur 
auf den basalen gelben Federteil beschriinkt. Ahnlich lagen die 
Verhiltnisse bei Lozia curvirostra (Fichtenkreuzschnabel). Hier 
lagen die Absorptionsbanden des gelben Farbstoffes bei 474, 445 mw. 
Die Federn enthalten also stets gelben und roten Farbstoff. Der 
Farbunterschied von gelb nach rot erklirt sich also nicht aus 
der stark differierenden Konzentration nur eines Farbstoffes, wie 
dies beim Corpus luteum und rubrum der Kuh?) der Fall ist. 

Nur Zersetzungsprodukte enthalten die roten Federn 
des Minnchens von Pyrrhula pyrrhula (Gimpel). Der bei der 
Adsorption einheitliche Farbstoff ist rotstichig, hat verwaschene 
Luteinbanden und geht bei der Verteilung ins Methanol. 

Bei den in Gefangenschaft mausernden Miannchen von Loxza 
und Pyromelana unterbleibt anscheinend auch bei bester Fiiitte- 
rung der Végel*) die Umwandlung eines Teils des mit der Nah- 


') Gab mit SbCl, deutliche Blaufirbung, blieb bei der Verteilung im 
Senzin und erwies sich bei der Adsorption an AJ],O, einheitlich. 

*) Vel. R. Kuhn u. H. Brockmann, Diese Z. 206, 41 (1932). 

*) O. Heinroth, Végel Mitteleuropas 4, 12 (1933). 


208 Hans Brockmann und Otto Vélker, 


rung aufgenommenen Farbstoffes. Diese Végel zeigen dann nach 
der Mauser der urspriinglich roten Federpartien stets ein rein 
gelbes Aussehen derselben, da das rote Zersetzungsprodukt gréBten- 
teils oder véllig fehlt. Im Gegensatz hierzu wird das rote Zer- 
setzungsprodukt in den Federn des Gimpels auch bei veriinderten 
Milieubedingungen wahrend der Mauser erneuert. 


f) Uberwiegendes Vorkommen von ,,Picofulvin® in: 


Griinen Federn von: Gelben Federn von: Schwarzen Federn von: 
Chloronerpes yucatensis Hypoxanthus rivoli Dryobutes major 
Picus canus (Grauspecht) (GroBer Buntspecht) 


Picus viridis (Grinspecht) 


Bei Chloronerpes enthielten die Federn der Unterseite ,,Pico- 
fulvin“, die der Oberseite vorwiegend Lutein). Das bei der Ad- 
sorption einheitliche ,,Picofulvin“ ging bei der Verteilung quanti- 
tativ ins Methanol. Mit 25°/,iger HCl gab die itherische Lisung 
keine Farbreaktion?). Die scharfen Absorptionsbanden lagen bei 
(478), 450, 424 mu. 

Da die quantitative Trennung eines Lutein-,,Picofulvin“-Ge- 
misches durch Adsorption nicht méglich war, ist es sehr wahr- 
scheinlich, daB die beim Picofulvin stets vorhandene schwache 
Bande bei 478 my von geringen Luteinbeimengungen herriihrte. 
Auffallend war der groBe Carotinoidgehalt der Spechtlebern, die 
neben Zersetzungsprodukten Lutein, wenig Carotin und gelegent- 
lich ,,Picofulvin“ enthielten *). 

Die roten SteiB- und Kopffedern*) der Spechte enthielten 
ebenfalls stets gelben und roten Farbstoff. Wihrend sich jedoch 
nach dem AufschluB der Federn von Pyromelana und Lozta 
durch Verdiinnen der alkalisch-alkoholischen Schicht mit Wasser 
der gesamte Farbstoff ins Benzin iiberfiihren lieB, ging hier nur 
wenig gelber Farbstofi, der Luteinbanden zeigte, ins Benzin. Der 
gréBere Farbstoffanteil ging erst beim Zusetzen von Essigsiure 
bis zur neutralen Reaktion in die obere Schicht. Die Lésungen 


1) Vgl. Krukenberg, a.a. O. 

' % L.S. Palmer, New York 1922, S. 145. 

8) Das ,,Picofulvin‘’ der Leber blieb auch nach der Verseifung im 
Benzin. Maximal fanden sich in einer Leber von 1,6 g Frischgewicht 281 7 
Carotinoid. Der Gesamtcarotinoidgehalt der Federn einiger untersuchter 
Vogelarten betrigt maximal beim Pirol 990 y, bei einem Finkenvogel (Ka- 
narienvogel) 100—140 y. 

*) Die roten Federn der Gesichtsmaske des Stieglitzes zeigten aihnliche 
Verhiiltnisse: die verwaschenen Banden lagen dort bei 472, 444 mu. 
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waren rotstichig, hatten sehr verwaschene Banden und waren 
bei der Adsorption meist nicht einheitlich. Wahrscheinlich handelt 
es sich hier um stiarker zersetzte Carotinoide. 


Tabelle 2. 
Spektroskopische Priifung gelber und griiner Federn einiger Vogelarten 
im durchfallenden bzw. reflektierten Licht. 


GittermeBspektroskop nach Léwe-Schumm unter Verwendung 
eines Kupferoxydammoniakfilters. 























Lage der Absorptions-| Lage der Absorptions- 

Vasstest banden (mu) im durch- banden (mu) 

8 fallenden bzw. reflek- der Benzinlosung 

tierten Licht (Siedep. T70—80°) 
Motacilla flaaa..... 489 | 457 478 448 

Oriolus ortolus. . . . . 487 | 457 477,5 | = 447,5 
Serinus c. canaria .. . 483 453 472 | 443 
Carduelis carduelis . . . 483 | 451 472 | 443 
Picus viridis ..... | , 
Hypoxanthus. ..... _ | oe: “9 o 





Aus der Tabelle ergibt sich, daB die Abstiinde der Absorptions- 
banden im Federkeratin die gleichen sind wie im Benzin. 


IV. Untersuchung anderer gefairbter Epidermalgebilde, Die ab- 
praparierten gelben Tarsalhiute von Gans, Ente und Huhn ent- 
hielten Lutein in veresterter Form, daneben in geringer Menge 
»Kanarienxanthophyll“. In der Epidermis des Gianseschnabels 
fanden wir auBerdem in Ubereinstimmung mit Kuhn und Brock- 
mann?) wenig Carotin. Bei Gans und Huhn blieb ein groBer 
Teil des Farbstoffes mit den Absorptionsbanden des Luteins nach 
der Verseifung im Benzin. Offenbar handelte es sich hier um 
ibnliche Umwandlungsprodukte, wie sie von R. Kuhn, A. Winter- 
stein und E. Lederer?) durch Einwirkung verdiinnter Siuren 
auf Lutein erhalten wurden. Die roten Tarsalhiute der Haus- 
taube enthielten viel Zeaxanthin neben wenig Lutein und rotstichig 
gefarbten Zersetzungsprodukten mit verwaschenen Absorptions- 
banden®), 

Die ,,Rosen“ von 12 frischen Fasanenképfen (Phastanus col- 
chicus)*) wurden abpriipariert und solange mit reinstem Methanol 
extrahiert, bis sie farblos waren. Durch Zugeben von Wasser 





1) Diese Z. 206, 41 (1932). 2) Diese Z. 197, 141 (1931). 
3) Die Lebern derselben Tauben enthielten nur wenig Lutein. 
4) Das Depotfett des Vogels ist luteinhaltig. 
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lieB sich der rote Farbstoff quantitativ ins Benzin iberfiihren 
und zeigte eine breite Absorptionsbande mit dem Maximum bei 
etwa 480 mu. Bei der Verteilung zwischen Methanol und Benzin 
blieb nahezu alles in der oberen Schicht. Nach dem Einengen 
der Lésung und 5Bstiindiger Behandlung mit 5°/,iger &thyl- 
alkoholischer Kalilauge lieB sich beim Entmischen auch durch 
Zugeben von viel Wasser kein Farbstoff ins Benzin treiben. Die 
alkoholische Schicht war tiefrot gefiirbt. Durch vorsichtiges Zu- 
setzen von Essigsiure lieB sich der gesamte Farbstoff ins Benzin 
iiberfiihren. Nach dem Auswaschen und Ejinengen fielen beim 
jangeren Aufbewahren der Lésung groBe Mengen farbloser Be- 
gleitstoffe aus, die durch Zentrifugieren entfernt wurden. Nach 
nochmaligem Kinengen schieden sich nach 2 Tagen Krystalle ab, 
die durch Waschen mit Benzin von begleitstoffen befreit wurden. 
Nach Auflésen in Pyridin und Zusatz von etwas Wasser konnten 
dunkelviolette, metallisch glinzende Nadeln eines Farbstoffes er- 
halten werden, der im evakuierten Réhrchen bei 225° (Berl- 
Block) schmolz. Spektrum, Adsorptions- und Verteilungsverhalten 
des Farbstoffes fanden wir identisch mit Astacin?). 


V. Fiitterungsversuche an Hiihnern. Weife Leghornhennen 
wurden isoliert gehalten und carotinoidfrei ernihrt mit einem 
Futtergemisch, das aus Gerste, Weizen, Bruchreis, Dari, Garneelen, 
Fleischgrisel, Backfutter, Holzkohle und Muschelschalen bestand. 

Nach etwa 7 Wochen waren die Dotter praktisch frei von 
Carotinoiden, so daB mit der Verfiitterung reiner Carotinoide be- 
gonnen werden konnte. Zu diesem Zweck wurde das Arachisél 
der Diitkuchen?) mit reinen Carotinoiden gesittigt. Die Kuchen 
wurden grob zermahlen und neben der Grundkost gereicht. Tig- 
lich bekamen die Hiihner eine Menge dieser Farbkuchen, die 
5 mg Carotinoid pro Huhn enthielt und nahezu aufgefressen 
wurde. Bei einem Futterverlust von etwa 20°/, nahmen die 
Hiihner im Durchschnitt je 4 mg Farbstoff (Lutein, Zeaxanthin, 
Carotin) pro Huhn und Tag auf. Diese Art der Verfiitterung 
wahlten wir absichtlich, weil sie der natiirlichen niher kommt 
und Versuche, bei denen Lésungen der Carotinoide in Arachisél 
den Tieren mit der Schlundsonde verabreicht wurden, gezeigt 
haben, daB schon bei geringeren Farbstofimengen (2 mg tiiglich) 
merkliche Mengen Carotinoid im Kot ausgeschieden werden, 
wihrend bei der Verfiitterung der Farbkuchen immer nur Zer- 


') Ber. chem. Ges. 66, 488 (1933). *) Vorschrift vgl. S. 203. 
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setzungsprodukte der Carotinoide im Kot zu finden waren und 
der Farbstofigehalt der Dotter stets gréBer war. Offenbar ist die 
allmihliche Aufnahme auch der Carotinoide in Form der Kuchen fiir 
die Resorption giinstiger als die 1 malige Kingabe einer gréBeren 
Menge. Ein 6fteres Verabreichen kleinerer Mengen pro Tag war 
wegen der dadurch entstehenden Stérung der Legetiitigkeit nicht 
empfehlenswert. 

a) Luteinfiitterung: 2 Hiihner bekamen pro Tag durch- 
schnittlich je 4mg Lutein pro Huhn. Die Ergebnisse sind in 
Tab. 8 zusammengestellt. 

Tabelle 3. 


Die Farbstoffmengen') sind angegeben in mg pro frischen Dotter 
und bezogen auf 100 g frischen Dotter. 





Nr. seen al Dottergewicht Lutein Lutein 
ie dauer ; pro 100¢g 
des Eies in Tagen in g pro Dotter Dotter 
1 0 15,7 0,051 0,327 
2 1 16,3 0,057 0,352 
3 2 16,0 0,133 0,831 
4 8 15,2 0,294 1,935 
5 4 16,3 0,534 3,276 
6 5 15,8 0,554 3,506 
7 9 17,3 0,725 4,093 
~ 11 18,5 0,928 5,018 
9 12 17,4 0,929 5,341 
10 20 16,7 0,588 3,521 
11 23 18,5 0,906 4,895 
12 25 17,8 0,966 5,427 
13 27) 17,0 0,599 3,520 














b) Zeaxanthinfitterung’). 2 Hihner bekamen pro Huhn 
und Tag durchschnittlich 4 mg Zeaxanthin. Die Ergebnisse sind 
in Tab. 4 zusammengestellt. 

Nimmt man, um die Anfangsschwankungen auszuschalten, 
aus beiden Tabellen vom fiinften Fiitterungstage an (Ki Nr. 6 
und 14) die Mittelwerte des Farbstoffgehaltes, so ergibt sich fiir 
Lutein im Mittel 4,3 mg, fiir Zeaxanthin im Mittel 4,2 mg Farb- 
stoff, bezogen auf 100g frischen Dotter. In beiden Fallen er- 
reichte also die Farbstoffanreicherung denselben Grad und kommt 





1) EinschlieBlich wenig Luteinester. 

*) Von diesem Tage an blieb der Luteingehalt innerhalb der stets 
zu beobachtenden Schwankungen konstant. 

5) Der leichteren Resorption wegen wurde der Dipalmitinsiureester 
des Zeaxanthins, Physalien, verfiittert. 


14* 
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Tabelle 4. 


Die Farbstoffmengen') sind angegeben in mg pro frischen Dotter 
und bezogen auf 100 g frischen Dotter, 




















Nr. Fatterungs- Dottergewicht} Zeaxanthin Zeaxanthin 

. dauer ; pro 100g 
des Eies in Tagen in g pro Dotter Dotter 
14 a) 16,4 0,441 2,689 
15 5 13,9 0,504 3,626 
16 27 16,5 0,554 3,360 
17 33 17,5 0,210 1,200 
18 38 17,8 1,008 5,663 
19 39 16,05 1,386 8,439 
20 39 16,7 1,134 6,790 
21 47 14,9 0,319 2,141 
22 47 17,4 0,454 2.610 
23 50 17,2 1,084 6,302 
24 50 17,5 1,182 6,754 
25 51 17,5 0,449 2.566 
26 51 17,0 0,331 1,947 














dem Luteingehalt normaler Eidotter (5 mg pro 100 g Dotter) 
recht nahe. Beriicksichtigt man, daB diese Werte gewonnen 
wurden bei einer taglichen Gabe von 4 mg Farbstoff?) pro Huhn, 
so betrigt die Menge des im Dotter abgelagerten Farbstoffes nur 
etwa 18°/, des verfiitterten’). Kin Huhn fribt tiglich eine Futter- 
menge von 75—100g. Besteht diese Menge ausschlieBlich aus 
Griinfutter, das im Mittel etwa 4mg Lutein enthilt, so wiire bei 
gleicher Zahl der gelegten Kier und gleichem Farbstofigehalt die 
Ausbeute ebenso 18°/,. Da ein Huhn normalerweise geringere 
Mengen Griinfutter friBt, ist die Farbstoffausbeute unter diesen 
Bedingungen also giinstiger, was médglicherweise auf hessere 
Resorptionsverhiltnisse zuriickzufiihren ist. 

c) Carotinfiitterung: 2 Hiihner bekamen pro Huhn und 
Tag durchschnittlich 4mg Carotin. Die Ergebnisse sind in Tab. 5 
zusammengestellt. 

Nimmt man aus dem stets schwankenden Carotingehalt*) der 





5 Ww enig ungespaltenes Physalien wurde als Zeaxanthin in Rechnung 
gesetzt. 

2) Das entspricht einer Maismenge von etwa 290g oder Griinfutter 
von etwa 100 g bei einem Zeaxanthin- bzw. Luteingehalt von 13,8 mg bzw. 
40 mg pro 1 kg Frischgewicht. Vgl. R. Willstitter u. A. Stoll, Unter- 
suchungen iiber Chlorophyll, 237, Berlin 1913; Diese Z. 206, 41 (1932). 

5) Xanthophyllmengen, die eventuell in Fett und Leber der Hiihner 
abgelagert wurden, sind dabei nicht beriicksichtigt. 

*) Vgl. R. Kuhn u. H. Brockmann, Diese Z. 206, 62 (1932). 
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Tabelle 5. 


Die Farbstoffmengen sind angegeben in mg pro frischen Dotter 
und bezogen auf 100 g frischen Dotter. 











Nr. Fitterungs- Dottergewicht Carotin Carotin 
, dauer ‘ pro 100g 
des Eies in Tagen in g pro Dotter Detter 
27 27 17,7 0,071 0,403 
28 27 16,9 0,064 0,397 
29 33 17,5 0,056 0,319 
30 33 17,5 0,047 0,269 
31 37 18,3 0,054 0,296 
32 37 15,6 0,013 0,080 
33 38 17,9 0,054 0,299 
34 40 17,7 0,057 0,320 
35 42 18,0 0,078 0,435 
36 43 18,0 0,036 0,198 














Kier (Nr. 27—36) das Mittel, so ergibt sich 0,32 mg Farbstoff 
bezogen auf 100 g frischen Dotter. Dieser Wert entspricht dem 
durchschnittlichen Carotingehalt normaler Eier (pro 100 g Dotte. 
Bezieht eine Henne aus 75—100 g Futter maximal 1 mg Carotin 
pro Tag und legt sie Kier, deren Dotter bezogen auf 100 g Detter 
0,32 mg Carotin im Durchschnitt enthalten, so ergibt sich, dab 
im Gegensatz zum Lutein bzw. Zeaxanthin (18°/,) nur 0,54°/, 
des aufgenommenen Farbstoffes im Dotter abgelagert werden. 

d) Lycopinfitterung: 2 Hihner bekamen wihrend 
3 Wochen taglich pro Huhn etwa 2 mg Farbstoff!) (in Kuchen 
enthalten) gereicht. Die Dotter der wiahrend und nach dieser 
Zeit gelegten Kier enthielten maximale Mengen von 12—20 y 
Lycopin’) pro Dotter, die meisten enthielten nur Spuren des 
Farbstoffes. Darauf wurde den Hiihnern 10 Tage lang 1 mg 
Lycopin pro Huhn und Tag einpipettiert. Von 11 wihrend und 
nach dieser Zeit gelegten Eiern fanden sich nur in 3 Spuren 
von Lycopin (maximal 7 y pro Dotter), in den iibrigen fand sich 
kein Farbstoff. 

e) Violaxanthinfiitterung: 15 Tage lang bekamen 
2 Hithner 1 mg Violaxanthin’) in Ol gelist pro Huhn und Tag 
einpipettiert. Im Eidotter konnte der Farbstoff nicht in Spuren 


1) Lycopin ist in Ol etwa doppelt so schwer lislich wie Carotin. 

*) Solehe Dotter waren schwach rotstichig gefirbt. 

*) Infolge der Schwerléslichkeit des Violaxanthins in 0] konnten keine 
gréferen Mengen gegeben werden. 
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gefunden werden. Auch der Kot enthielt weder den Farbstoff 
noch Zersetzungsprodukte desselben. 

Die grobe Empfindlichkeit des Violaxanthins zeigte auch 
folgender Versuch. Eine Ratte und 1 Huhn bekamen je 1 mg 
Violaxanthin einpipettiert. Im Magen-Darmtraktus!) beider Tiere 
fand sich nach 6 Stunden kein unveriindertes Violaxanthin, son- 
dern nur noch Violaxanthin-Zersetzungsprodukte. Die Benzin- 
lésung zeigte in beiden Fiillen eine intensive Bande bei 426 mu. 


Tabelle 6. 
A-Vitamingehalt von Eidottern. 
In Tabelle a) sind die Eier von Hiihnern angefiihrt, die tiiglich 4 mg 
Carotin in Form von Diitkuchen erhielten. In Tabelle b) die Eier der- 
jenigen Hiihner, die wihrend einer Zeit von 21—27 Tagen carotinoidarm 
ernihrt worden waren. Die Zahlen der Tabellen geben den colorimetrisch 
vermittelten A-Vitamingehalt pro Dotter und 1 g Dotter an, die nach der 
jeweils angegebenen [iitterungsdauer erhalten wurde. 








a) Nach Carotinfiitterung. b) Nach carotinarmer Fiitterung. 
Fiitte- Lovibond- | Lovibond- Fiitte- Lovibond- | Lovibond- 
rungs- or einheiten rungs- rae einheiten 
jaune einheiten a he Aiea einheiten aa: 

p L p 
in Tagen | Pro Dotter Dotter in Tagen | pro Dotter Dotter 

54 240 13,4 21 360 19,5 

56 420 24,1 21 360 18,7 

58 300 17,8 23 420 21,9 

60 360 20,2 25 360 18,6 

61 480 26,7 25 360 19,0 

62 300 18,4 26 360 19,3 

63 360 23,2 27 420 22.6 

65 360 20,9 27 420 22,2 




















In allen Fallen zeigte die Chloroformlésung der Eidéle mit 
einer gesattigten SbCl,-Lésung gemischt eine Absorptionsbande 
mit dem Maximum bei etwa 620 mu. Das Mittel der Lovibond- 
einheiten, die in 1g frischen Dotter enthalten sind, ist in beiden 
Tabellen gleich (20,6 und 20,2)?). 

1) Im Kropf des Huhnes fand sich noch wenig unverindertes Violaxanthin. 

?) Ungewohnlich hohe Carotin- und A-Vitaminwerte, wie sie von uns 
niemals, weder an Eiern aus Fiitterungsversuchen noch an gewdhnlichen 
kiiuflichen beobachtet wurden, fanden H. v. Euler und E. Klussmann, 
Diese Z. 219, 218 (1933). Es wird zu priifen sein, ob auch Kryptoxanthin 
von der Formel C,,H,,0 vgl. R. Kuhn u. Ch. Grundmann, Ber. chem. 
Ges. 66, 1746 (1933) im Dotter abgelagert wird. Vielleicht sind die hohen 
»Carotin“-Werte von Euler u. Klussmann durch einen Gehalt an Krypto- 
xanthin bedingt, das sich in groBen Mengen in gelbem Mais findet [R. Kuhn 
u. Ch. Grundmann, Ber. chem. Ges. 67, 593 (1934)]. 











I 
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Keineswegs in allen Vogeleiern?) ist Lutein das stark vor- 
herrschende Dotterpigment. So ist im Kidotter von Larus ridi- 
bundus (Lachméve)”) und Ciconia ciconia (Storch) in der Haupt- 
menge — neben Spuren von Lutein und Carotin — ein roter 
Farbstoft vorhanden, der in seinen EKigenschaften an Astacin 
erinnert. 


Herrn Prot. Dr. R. Kuhn méchten wir fiir sein stetes Inter- 
esse und die Férderung dieser Arbeit herzlichst danken. Ebenso 
danken wir den Herren Prof. Dr. EK. Stresemann, Berlin und 
Dr. E. Schiiz, Rossitten, fiir die liebenswiirdizge Uberlassung 
wertvollen Materials. 


) Im Dotter von Agapornis fischeri, Melopsittacus wndulatus, Serinus 
c. canaria findet sich viel Lutein neben wenig ,,Kanarienxanthophyll*; 
Carotin allenfalls in Spuren. 

*) Zum geringen Teil auch in den roten Tarsalhiiuten. 


Erklarung der Abbildungen auf Tafel IJ. 


Fig. 1. Nach Normalfiitterung vermauserter Kanarienvogel der gelben 
Zuchtrasse. Gefiederfirbung: Normalgelb. 

Fig. 2. Nach carotinoidfreier- oder Carotinfiitterung vermauserter Kanarien- 
vogel. Gefiederfiirbung: Wei8, mit gelbem Anflug an Kopf und 
Schwingen. 

Fig. 3. Nach Luteinfiitterung vermauserter ,,weiBer“*) Kanarienvogel. Ge- 
fiederfiirbung: Intensiv normalgelb. 

Fig. 4. Nach Zeaxanthinfiitterung vermauserter ,,weiSer“ Kanarienvogel. 
Gefiederfirbung: Orangestichig gelb. 

Fig. 5. Vermauserter ,,weiBer“ Kanarienvogel nach Luteinfiitterung, mit 
der erst wiihrend der Mauser der weiSen Federn begonnen wurde. 
Gefiederfirbung: Weib-gelb gescheckt. 


*) ,,WeiBer“ Vogel heiBt: nach carotinoidfreier- oder Carotinfiitterung 
vermauserter Kanarienvogel der gelben Zuchtrasse. 
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Uber die Sedimentationskonstante von Muskelprotéinen. 


Von 
Hans Joachim Deuticke. 
Mit 4 Figuren im Text. 


(Aus dem Physikalisch-chemischen Institut der Universitat Upsala.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Mirz 1934.) 


In einigen friher veréffentlichten Untersuchungen’) sind 
charakteristische Léslichkeitsverinderungen von Muskelproteinen 
als Folge der Muskeltitigkeit beschrieben worden, die in Ab- 
hangigkeit von dem zur nachtriaglichen Extraktion des Muskels 
verwandten Liésungsmittel entweder als Léslichkeitsabnahme oder 
als Lislichkeitszunahme in die Erscheinung treten. Solche Lés- 
lichkeitsverinderungen der Muskelproteine lassen sich schon nach 
kurzer indirekter und keinesfalls ermiidender Reizung eines Muskels 
nachweisen, sie nehmen gesetzmiBig mit der GréBe der Spannungs- 
leistung zu und sind auch im isolierten, aerob aufbewahrten 
Muskel reversibel. 

Die Methode der Léslichkeitsbestimmung von Muskelproteinen 
gibt somit die Méglichkeit, gewisse kolloidchemische Vorginge an 
Muskelproteinen — als solche wurden die Léslichkeitsverainde- 
rungen gedeutet — quantitativ zu verfolgen; aber iiber das 
Qualitative d.h. tiber die Natur der den Léslichkeitsinderungen 
zugrunde liegenden chemischen oder physikochemischen Vorgiinge 
am Protein gestattet die Methode auBer dem Hinweis, daS8 im 
tatigen Muskel ein starker alkalischer Eiweibkérper entsteht, bisher 
keine Angaben. Um zu klareren Vorstellungen hieriiber zu kommen, 
bedarf die Methode der Léslichkeitsbestimmung erginzender Unter- 
suchungen mittels weiterer chemischer und physikalisch-chemischer 
Methoden an den Muskelproteinen. 

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich in dieser Richtung 
mit der MolekiilgréBe der in den Extrakten befindlichen Muskel- 
proteine und etwaigen Anderungen der MolekiilgréBe bei der 
Muskeltatigkeit. Fiir die Molekulargewichtsbestimmung kam hierbei 
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naturgemaB nur ein Verfahren in Frage, bei dem sekundire Ver- 
anderungen der Muskelproteine wihrend der Aufarbeitung und 
der eigentlichen Untersuchung nach Mdglichkeit ausgeschlossen 
waren. Dieser Forderung wird vor allem die Svedbergsche 
Methode der Ultrazentrifugierung*) gerecht, um so mehr, als sie 
den fir das vorliegende Problem wichtigen gleichzeitigen Nachweis 
mehrerer Komponenten von verschiedener MolekiilgréBe im gleichen 
Extrakt gestattet. 


Dank der Unterstiitzung der Rockefeller Stiftung war 
es mir moglich, ein:ge derartige Untersuchungen im Physika- 
lisch-chemischen Institut der Universitat Upsala durchzufiihren. 
Fiir die gastfreundliche Aufnahme und die Férderung, die 
mir wahrend dieser Zeit von Herrn Professor Svedberg und 
seinen Mitarbeitern, in Sonderheit von Herrn Dozenten A. Tise- 
lius und Herrn Dr. K.O. Pedersen, in jeder Hinsicht zuteil 
wurden, méchte ich auch an dieser Stelle herzlich danken. Nur 
dadurch konnte ich innerhalb der kurzen Zeit, die mir aus AuBeren 
Griinden zur Verfiigung stand, einige Ergebnisse erzielen, die als 
Anfang und Grundlage einer in Kiirze fortzusetzenden Unter- 
suchungsreihe im folgenden mitgeteilt seien. 


Methodik. 


Beziiglich de: Methodik der Ultrazentrifugierung méchte ich nur die 
zum Verstindnis der nachfolgenden Ergebnisse unbedingt notwendigen 
Angaben machen (Einzelheiten vgl. in den unter Nr. 2—4 des Literatur- 
nachweises angefiihrten Arbeiten). Die Molekulargewichtsbestimmung im 
Zentrifugalfeld der Ultrazentrifuge erfolgt nach Svedberg entweder durch 
Feststellung der Konzentrationsverteilung eines Kolloids im Sedimen- 
tationsgleichgewicht oder durch Messung der Sedimentations- 
geschwindigkeit d. h. der Geschwindigkeit, mit der ein Kolloid bei hoher 
Tourenzahl der Zentrifuge sedimentiert. Nur die letztgenannte Methode 
wurde bisher von mir verwandt. Man mibt dabei wihrend der Zentri- 
fugierung in bestimmten Zeitabstiinden photographisch die Verschiebung 
der Grenzfliche zwischen reinem Lésungsmittel und proteinhaltigem Lésungs- 
mittel. Die Sedimentationsgeschwindigkeit kommt zahlenmiBig in der Sedi- 
mentationskonstante S nach Svedberg, d.h. der spezifischen Sedimen- 
tationsgeschwindigkeit des Proteins im Einheitsfelde, zum Ausdruck und 
ist definiert durch die Gleichung 


Hierbei bedeutet ~ den Abstand der sedimentierenden Grenzfliiche vom 
Rotationszentrum, da die Verschiebung dieser Grenzfliche in der Zeit dt 
(bzw. 4a, 4t) und w die Winkelgeschwindigkeit des Rotors. 
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Die Sedimentationskonstante S ist mit dem Molekulargewicht M durch 
die Gleichun 
2 ad _ Ba-~T,) 


/ 

verbunden, worin V das partielle spezifische Volumen des Proteins, 9 die 
Dichte des Lésungsmittels und f den molaren Reibungskoeffizienten des 
Proteins bedeuten; somit ist S eine Funktion des Molekulargewichtes (.1/) 
und des Reibungswiderstandes (f/f). Da man aber f nicht direkt bestimmen, 
sondern erst nach Ermittlung der Sedimentationskonstanten S mittels der 
Geschwindigkeitsmethode und des Molekulargewichtes AM mittels der 
Gleichgewichtsmethode errechnen kann, bislang aber Gleichgewichtszentri- 
fugierungen an Muskelproteinen noch nicht durchgefiihrt wurden, ist in der 
nachfolgenden Arbeit nur die Sedimentationskonstante S der Muskelproteine 
exakt, das Molekulargewicht nur der GréSenordnung nach angegeben. Die 
nachstehend mitgeteilten Werte fiir S,, enthalten bereits alle rechnerisch 
ermittelbaren Korrekturen einschlieBlich der fiir Dichte und Viskositiit des 
jeweiligen Puffergemisches; sie sind auf Dichte und Viskositiit reinen Wassers 
bei 20° umgerechnet, allerdings bisher unter Vernachlissigung der Verinde- 
rungen, die durch Ubergang von Muskelbestandteilen in das Puffergemisch 
wihrend der Extraktion entstehen und die voraussichtlich eine weitere, ex- 
perimentell noch zu ermittelnde Korrektur erforderlich machen werden. 

Die Lichtabsorptionsmethode lie8 sich zur Messung der Sedimentations- 
geschwindigkeit nicht anwenden. Zwar liegt bei den Muskelproteinen das 
Maximum der Lichtabsorption etwa bei einer Wellenliinge von 250 mu; aber 
in den genuinen Muskelextrakten sind noch in gréBerer Menge unzentri- 
fugierbare lichtabsorbierende Substanzen vorhanden, die eine zur photo- 
metrischen Registrierung geniigend kontrastreiche Grenze zwischen Kolloid 
und Lésungsmittel nicht entstehen lassen; und von langdauerndem Dialy- 
sieren wurde zuniichst absichtlich Abstand genommen. 

Hingegen war die von O. Lamm ausgearbeitete Refraktionsmethode * 
sehr geeignet. Bei dieser Methode wird eine mit Teilstrichen versebene 
Skala zwischen Lichtquelle und rotierende Zelle eingeschaltet. Entsprechend 
dem Konzentrationsgradienten in der Zelle erfolgen Verschiebungen der 
Teilstriche, die nach MaBgabe der erfolgenden Sedimentation iiber die Skala 
wandern und in bestimmten Zeitabstiinden photographiert und am Kompa- 
rator ausgemessen werden. Nach Auswertung der Verschiebungen gegen- 
iiber den urspriinglichen, bei Beginn der Zentrifugierung photographisch er- 
mittelten Abstinden der Teilstriche, lassen sich die Differenzen der Ver- 
schiebungen in einer Kurve eintragen, die die Beziehungen zwischen dem 
Konzentrationsgradienten de/dx und dem Abstand x vom Rotationszentrum 
wiedergibt. In den Abbildungen 1—4 sind in der Ordinate die Differenzen, 
in der Abszisse der Abstand vom Rotationszentrum aufgetragen. Als erste 
Exponierung ist stets die Aufnahme gerechnet, die 15 Minuten, nachdem 
die jeweils maximale Tourenzahl erreicht war, gemacht wurde. Das Maximum 
der Kurve entspricht der sedimentierenden Grenzschicht, und 2 oder mehrere 
Proteine mit verschiedener Sedimentationsgeschwindigkeit kommen in 
mehreren Maxima zum Ausdruck. Die Auswertung der Kurven erfolgte 
in der von O.Lamm4) angegebenen und neuerlich von P.v.Mutzenbecher’) 
vervollstindigten Weise. Besonders bei der graphischen Zerlegung der 
Kurven mit zwei Maxima in die beiden Diffusionskurven hielt ich mich an 
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die von P. v. Mutzenbecher gemachten Angaben, auf deren Wiedergabe 
ich um so eher verzichten kann, als sie erst kiirzlich eingehend be- 
schrieben sind. 

Die Herstellung der proteinhaltigen Muskelextrakte erfolgte im Prinzip 
in der frither geschilderten Weise1): Die Muskeln, Froschgastrocnemien 
oder der m. biceps des Kaninchens, wurden, nachdem das Blut vorsichtig 
ausgedriickt war, in fliissige Luft versenkt und in fliissiger Luft zerkleinert. 
Das so gewonnene Muskelpulver wurde anschlieSend im 10 fachen Volumen 
Puffergemisch tiber Nacht im Eisschrank extrahiert, und das am niichsten 
Morgen gewonnene Filtrat ohne weitere Aufarbeitung zur Zentrifugierung 
mittels der Ultrazentrifuge verwendet. 


Versuchsergebnisse. 


Bei Extraktion lebensfrischer Kaltbliitermuskulatur im m/10- 
Kalium-Phosphatpuffergemisch vom p,, 5,9 und bei einer Touren- 
zahl der Zentrifuge von etwa 58000 pro Minute (entsprechend 
einer Zentrifugalkraft von 240000mal der Schwerkraft) erhilt 
man, wie das Ergebnis von Versuch 1 und die dazu gehdérige 
Fig. 1 zeigen, recht gut auswertbare Kurven und gut iiberein- 
stimmende Werte fiir die Sedimentationskonstante wihrend ver- 
schiedener Zeitabschnitte der Zentrifugierung. Das einer sedi- 
mentierenden Grenzschicht entsprechende, deutlich hervortretende 
Maximum wandert in diesem Versuch wihrend der angegebenen 
Zeitintervalle mit einer Sedimentationsgeschwindigkeit von 
So = 7,56-10—1% (Mittelwert der 6 Bestimmungen). Ein zweites 


Versuch 1. 
Extraktion lebensfrischer Froschmuskulatur. 
Extraktionsmittel m/10-K-Phosphatpuffer p,, 5,9. 
Beginn der Zentrifugierung 10°. Maximale Tourenzahl erreicht 11”. 




















Mittlere Mittlere . 
Zeit der Ax Temperatur S20 9 
. eo ; Tourenzahl |. jon a | 
Zentrifugierung in em . a CCE LEME | (cm/sec- 10") 
pro Min. in ° 
Komponente I. 
Sila 0,062 57500 29,9 7,65 
= 0,068 57600 30,2 7,67 
1150-56 0,076 57600 30,5 7,62 
1156 12°! 0,063 57600 30,7 7,40 
-_ 0,062 57 700 30,9 7,16 
IQ 0,069 57 800 31,1 7,85 
Mittel: 7,56 
Komponente II. 
1140-58 0,023 57600 30,2 1,16 
11°6—12"! 0,018 3T 700 30,9 0,96 


Mittel: 1,06 
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Maximum, entsprechend einer zweiten Komponente mit ungleich 
niedrigerer Sedimentationskonstante -— der Mittelwert von 
Soo = 1,06-107}% diirfte bei der schwierigen Auswertung dieses 
kleinen Proteinmolekiils nur ungefihr die GréBenordnung wieder- 
geben — ist in diesem Versuch eben noch nachweisbar. Die 
erste Komponente lieB sich in simtlichen bisher mit Frosch- 
muskulatur angestellten Versuchen, auch bei niedrigerer Touren- 
zahl der Ultrazentrifuge und entsprechend niedrigerer Temperatur 
in der Zelle, einwandfrei und in gut iibereinstimmenden Werten 
nachweisen, die zweite Komponente nur in einigen Versuchen und 





1 
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40 G2 &% 46 8 
*(Aestand v Rotarvonszertt) om 
Fig. 1. 
—— Exponierung 11° (1) — -—  — Exponierung 11** (IIT) 
—-—-— Exponierung 12% (V). 





nur bei hoher Tourenzahl. Sie ging meist véllig in dem groBen un- 
zentrifugierbaren Anteil auf, der im Froschmuskelextrakt stets zuriick- 
bleibt und dessen relativ groBe Menge bei der graphischen Wieder- 
gabe in dem linksseitig verbleibenden Feld zum Ausdruck kommt. 

Demgegeniiber verhalten sich die Proteine des Warmbliiter- 
muskels in einem unter gleichen Bedingungen, unter Verwendung 
des gleichen Extraktionsmittels angestellten Versuch voéllig anders, 
wie das unter Versuch 2 und in Fig. 2 mitgeteilte Ergebnis zeigt. Hier 
findet sich so gut wie gar kein unzentrifugierbarer Anteil, wohl 
aber lassen sich mit aller Deutlichkeit zwei scharf auseinander- 
zentrifugierbare Komponenten mit den Sedimentationskonstanten 
7,69-10—18 und 5,52-10—}8 nachweisen. Dain diesem Versuch, dessen 
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Versuch 2. 


Extraktion lebensfrischer Kaninchenmuskulatur. 
Extraktionsmittel m/10-K-Phosphatpuffer py 5,9. 


Beginn der Zentrifugierung 97°. Maximale Tourenzahl erreicht 10%. 
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Zeit d Mittlere |Mittlere Komponente I Komponente II 
eaiigd Touren- Temp. o oom 
Zentri- in der 

fugierung | "*b! | Zelle | 4 S49 Az | — Syoo 

pro Min.} in ° | in em |(em/sec:107')| in em (cm/sec -10-*) 

198-40 57500 | 32,6 | 0,131 | = 7,71 0,089 5,37 

104-50 57400 | 32,9 | 0,137  ~—- 7,88 0,095 | 5,58 

10°—11 | 57100 | 33,1 | 0,133 | 7,49 0,096 5,61 

’ — = - —_ — — = 7 
Mittel: 7,69 | 5,52 
; f\ 
0040 - | | 
I | 
— } ~ 
| 7 
pon } 
t ‘ Nu] t } 
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a(hastand v Rotationszerr } ir cm 
Fig. 2. 
Exponierung 10°° (1) —+.—-+— Exponierung 10° (V) 
oe ‘ 10* (III) ese. 11° (VII) 


Ergebnis mehrfach bestiitigt wurde, keine eingreifende Aufarbeitung 
der Extrakte erfolgt war, da auch die Zerfrierung der Muskeln 
mit fliissiger Luft ohne mefSbaren EinfluB auf die Sedimentations- 
konstante der beiden Komponenten ist (vgl. Tab. 2, S. 225, Ver- 
such 12), darf man wohl annehmen, dab beide Komponenten im 
Warmbliitermuskel priiformiert sind. Damit hat die durch zahl- 


999 Hans Joachim Deuticke, 


— 


reiche chemische, physikalisch-chemische und histologische Unter- 
suchungen gestiitzte Annahme, daf im Siiugetiermuskel zwei ver- 
schiedene Proteine vorhanden sind, eine weitere entscheidende 
Bestiitigung erfahren. 

Der Mittelwert aus simtlichen bisher am Kaninchenmuskel 
angestellten Versuchen betrigt fiir die Sedimentationskonstante 
der ersten Komponente 7,70-10~—1*° und der zweiten Komponente 
5,39-10~18. Diesen Werten wiirde unter Zugrundelegung der 
von Svedberg und seinen Mitarbeitern an anderen biologisch 
wichtigen Proteinen erhaltenen Ergebnisse” *) in grober Schit- 
zung ein Molekulargewicht von 140—180000 bzw. 80—100000 
entsprechen. Die aus simtlichen Versuchen mit Froschmuskulatur 
im Mittel errechnete Sedimentationskonstante betragt fiir die 
erste Komponente 7,57-10—!% und fiir die schwer zentrifugierbare 
zweite Komponente 1—2-10~1*. Eine genaue Bestimmung der 
Molekulargewichte wird erst nach Gleichgewichtszentrifugie- 
rungen gereinigter Proteinlésungen d. h. durch Bestimmung 
der Konzentrationsverteilung des Proteins im Sedimentations- 
gleichgewicht in der von Svedberg angegebenen Weise’) még- 
lich sein. Bei diesen bereits in Vorbereitung befindlichen Ver- 
suchen wird sich auch endgiiltig entscheiden lassen, welche 
der Komponenten mit dem Myosin oder Muskelglobulin und 
welche mit dem Myogen [nach Fiirth’)] identisch ist. Ob frei- 
lich jede der im Muskelextrakt hier nachgewiesenen Kompo- 
nenten ein einheitliches Protein oder ein Gemisch mehrerer che- 
misch verschiedener, aber in bezug auf MolekiilgréBe ahnlicher 
Eiweifkérper darstellt, liBt sich mit der Ultrazentrifuge allein 
nicht entscheiden. Auch hieriiber sollen Versuche mit einer 
anderen physikalisch-chemischen Methodik Aufklarung bringen. 

Bei der Untersuchung der Eigenschaften der aus lebens- 
frischer Kalt- und Warmbliitermuskulatur extrahierbaren Proteine 
wurden gleichzeitig Versuche iiber den KinfluB der Muskel- 
titigkeit auf die Sedimentationskonstante der Proteine 
angestellt. Die Ergebnisse einiger derartiger am isolierten Frosch- 
gastrocnemius durchgefiihrter Versuche sind in Tab. 1 wieder- 
gegeben, wobei die in Spalte 4 verzeichneten Sedimentations- 
konstanten stets Mittelwerte aus mehreren Zeitabschnitten einer 


Zentrifugierung darstellen. 

Wie in den friiheren Versuchen iiber die Léslichkeitsinderungen der 
Muskelproteine') wurden die Muskeln indirekt am Spannungshebel mit eben 
maximalen Einzelinduktionsschligen (60 pro Min.) oder mit einem 1 maligen, 
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i1—4 Sek. dauernden Tetanus gereizt und anschlieferd sofort, in den Tetanus- 
versuchen auf der Héhe des Tetanus, in fliissige Luft versenkt*). Der 
(;astrocnemius der anderen Seite fand als Kontrollmuskel Verwendung, er 
blieb wahrend des biologischen Teiles des Versuches ungereizt unter den 
gleichen diuBeren Bedingungen wie der Arbeitsmuskel. Nur in den Tetanus- 
yersuchen wurde der Kontrollmuskel entsprechend friiheren, im Embden- 
schen Institut gemachten Erfahrungen’) nach 10 Sek. tetanischer Reizung 
und 10 Sek. zur Erschlaffung fiihrender Erholung in fliissige Luft versenkt, 
um die beim Eintauchen eines lebensfrischen Muskels in fliissige Luft stets 
erfolgende Kontraktion nach Méglichkeit auszuschlieBen und damit einen 
gestreckten Ruhemuskel mit einem maximal kontrahierten Muskel vergleichen 


zu kénnen. 
Tabelle 1. 


EinfluB der Muskeltitigkeit auf die Sedimentationskonstante der Proteine 
des Froschmuskels. 








Arbeitsleistung fa Pa 10-19 
Vers.- Extraktionsmittel des 
die Arbeitsmuskels Ruhe- — Arbeits- 
| muskel muskel 
3 m/10-K-Phosphat 450 Zuckungen am — 7.76 
Pu 5,9 isometrischen Hebel = ” 
4 m/10-K-Phosphat 650 Zuckungen am 7.73 779 
Pu 6,5 isometrischen Hebel 7 ais 
5 m/10-K-Phosphat 1200 Zuckungen am 8.04 9¢ 
Dar 7,4 isometrischen Hebel ’ i 
6 m/10-Na-Acetat 1200 Zuckungen am 7.69 1.65 
Pr 95,1 isometrischen Hebel ”- — 
7 m/10-K-Phosphat Nach 1 Sek. Tetanus 
Pr 9,9 am isometrischen 7,69 7,74 
Hebel in fl. L. 
8 m/10-K-Phosphat Nach 4 Sek. Tetanus 
Pu 5,9 am isotonischen 7,82 7,81 
Hebel in fl. L. 











Im ersten Versuch dieser Tabelle erfolgte die Extraktion 
wieder im m/10-Kalium-Phosphatpufter vom p,, 5,9. Trotz merk- 
licher Ermiidung des Arbeitsmuskels nach 450 Hinzelinduktions- 
schligen ist die Sedimentationskonstante der gut auszentrifugier- 
baren Komponente unverindert geblieben. In den beiden folgenden 
Versuchen, in denen mehr alkalische und nach friheren Er- 
fahrungen zur Bestimmung der Liéslichkeitsabnahme recht geeig- 
nete K-Phosphatpuffer zur Extraktion verwandt wurden, erfolgte 


*) Fiir die unbeschrinkte Uberlassung der fiir diese Versuche not- 
Wendigen Reizapparatur méchte ich auch an dieser Stelle Herrn Prof. 
L. Backman, dem Direktor des Pharmakologischen Institutes der Uni- 
versitét Upsala, meinen aufrichtigen Dank sagen. 
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ebenfalls keine Anderung trotz erhéhter Arbeitsleistung, des- 
gleichen in dem unter Verwendung von saurem Acetat (p,, 5,1) 
angestellten Versuch 6 und in den beiden Tetanusversuchen 7 
und 8. Die Versuche dieser Tabelle zeigen, daB weder die ver- 
schiedene Zusammensetzung des Extraktionsmittels innerhall) 
eines gewissen p,, Bereiches noch erschépfende Muskelarbeit und 
maximale Kontraktion zu einer nachweisbaren Anderung der 
Sedimentationskonstante dieser Proteinkomponente fiihren. 

Aus den Kurven dieser Versuche, auf deren Wiedergabe ver- 
zichtet ist, ergibt sich aber ferner, daB im tatigen Kaltbliiter- 
muskel kein lésliches stabiles Protein durch Assoziation oder 
Spaltung praformierter Proteinmolekiile im Bereich einer Sedi- 
mentationskonstante von 1—20-10~—?* entsprechend einer Molekiil- 
gréBe von etwa 10000—500000 neugebildet wird. Des weiteren 
zeigt sich, daB, obgleich diese Versuche in bezug auf die Menge 
der abzentrifugierbaren Komponente und ihr Verhiltnis zum 
unzentrifugierbaren Rest noch nicht exakt auswertbar sind, die 
friiher beobachteten Léislichkeitsinderungen der Muskelproteine 
offenbar nicht ausschlieBlich die Komponente mit der Sedimen- 
tationskonstante 17,6-107}°% betreffen; denn die Léslichkeits- 
abnahme, die in einem ermiideten Muskel bis zu 30°/, des 
léslichen Proteins betragen kann’), wiirde wahrscheinlich im 
GréBenunterschied der Kurvenmaxima von Ruhe- und Arbeits- 
muskel zum Ausdruck kommen. 

Allerdings wird die Auswertung der Kurven von Versuch 4 
und 5, in denen Extraktionsmittel verwandt wurden, die die 
Léslichkeitsabnahme besonders stark zeigen, erschwert durch die 
Instabilitat dieser Proteinkomponente, die beim Ruhe- 
und Arbeitsmuskel gleichmaBig bei p,, 6,5 beginnt, mit steigender 
Alkalitit des Extraktionsmittels starker wird und wie Fig. 3 zeigt, 
in einer wahrend der Zentrifugierung manifest werdenden Zer- 
legung der bei p,, 5,9 stets einheitlich erscheinenden Komponente 
in mehrere Teilkomponenten zum Ausdruck kommt, freilich ohne 
daB Polydispersitaét eintritt. Vielleicht beruht auf der hierdurch 
hervorgerufenen Unsicherheit der Kurvenauswertung auch der im 
Versuch 5 fir Ruhe- und Arbeitsmuskel ungewéhnlich hoch ge- 
fundene Wert von Sooo =8,00-10—1%. Im starker sauren Bereich 
beginnt die Instabilitét bei p,, 5,1 und nimmt auch hier fiir den 
Ruhe- und Arbeitsmuskel bei steigender Aciditit zu. 

Das gleiche enge Stabilititsbereich und eine gewisse Unab- 
haingigkeit der GréBe der Sedimentationskonstante vom Extrak- 
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1) tionsmittel innerhalb eines bestimmten p,,-Bereiches zeigen auch die 
4 beiden Komponenten des Kaninchenmuskels. In Tabelle 2 sind 
-" einige Versuche wiedergegeben, in denen der Pp, des Extraktions- 
alb mittels variiert wurde, und aus Fig. 4 ist ersichtlich, da8 bei p,, 4,1 
“a die beiden bei p,, 5,9 stabil erscheinenden Komponenten (vgl. Fig. 2) 
ler | Sn 
| | 
er- GH0 - 1 
er- | 
ler 
di- GOI0- - 
iil- | 
"en i | ! 
ge | 
om ir 1 
die | | \ | 
; \ - 
ine | a 4 | 
on § 070 ;. 4 
ts- § \y 
| =: 
les y | Yu 
1m “i. a 
te sas | 
ts- L l Ne IR 
G2 oy 46 w 
af 4 (Abstand v. Rofationszentt) inom 
| ; 
‘i : Fig. 3. [Versuch 4 (Arbeitsmuskel) der ‘Tab. Li. 
“i Exponierung 155° (1) — +. — Exponierung 16% (V) 
die § sieconnily s 16" (IIT) sabia aston 2 16% (VII) 
ne- ; 
‘ot, EinfluB verschieden zusammengesetzter Extraktionsmittel auf die 
as, : Sedimentationskonstante der Proteine des Kaninchenmuskels. 
ate Syo° (em/see-10-"%) 
ne Vers.-Nr. Extraktionsmittel (ht eaaenmamperegee a srssapiigcinmamnaps: cies 
ch E Komponente I | Komponente II 
- 9 |  m/10-Na-Acetat py 4,1 | viele Komponenten (vgl. Fig. 4) 
Be- & 10 m/10-Na-Acetat py 5,1 7,69 | 4,83 
ich § il m/10-K-Phosphat py 5,9 7,54 | 5,30 
len Ff 12*) m/10-K-Phosphat py, 5,9 7,63 | 5,46 
13 m/10-K-Phosphat py 7,4 7,94 5,59 
ib- 14 m/10-K-Phosphat py 8,0 viele Komponenten 
ik- *) In diesem Ansatz wurde die Muskulatur nicht in fliissiger Luft 


zerrieben, sondern mit der Schere zerkleinert. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCX XIV. 15 
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‘in einer Weise zerlegt sind, die eine Auswertung oder Deutung 
dieser Kurven vorerst unméglich macht. Durch diese groBe 
Empfindlichkeit gegeniiber Anderungen der H-lonenkonzentration 
unterscheiden sich die Muskelproteine von den Proteinen des 
Serums ®*), vom Kieralbumin und einer Reihe weiterer Proteine®), 
was vielleicht biologisch, d. h. fiir den Kontraktionsvorgang be- 
deutungsvoll ist. Jedoch ist dieser Vergleich nicht streng durch- 
fihrbar, da die letztgenannten Untersuchungen ein einheitliches 
Ausgangsmaterial betrafen, das in verschiedenen Puffergemischen 
gelést war, wihrend in meinen Versuchen die Extraktion bereits 
mit verschiedenen Puffergemischen erfolgte, die Extrakte sich 
somit nicht nur beziiglich der H-lonenkonzentration voneinander 





0 ——$———— 


' 

| 

' i> 
j | 3 


'} 
| GOLO + | > 4 


i j 
i ' | : a 3 

} 16 
S COTE ~ i é as A , 


t Yi 

j 9 
N } ee 
N >? bead 











Y i } [es os = 
$8 60 62 64 66 
4 lbostand von Rotatiopszentrum) inn 


Fig. 4. (Versuch 9 der Tab. 2). 
Exponierung 14*° (IIT) ——w— Exponierung 14 (V). 


unterschieden, sondern auch durch ihren verschiedenen Gehalt 
an anderen Substanzen, vielleicht auch verschiedenen Protein- 
komponenten. 

Kinige Versuche wurden an totenstarren Muskeln ange- 
stellt, und zwar am isolierten Froschgastrocnemius und am in situ 
belassenen Kaninchenmuskel (vgl. Tab. 3). Hier finden sich zwar 
geringe Differenzen in der Gréfe der Sedimentationskonstante 
zwischen lebensfrischen und hochgradig totenstarren Muskeln, 
aber die Unterschiede sind zu klein und die Zahl der Versuche 
ist zu gering, als daB sichere Schliisse gezogen werden kénnten. 
Zudem sind im Kaninchenmuskel beide Komponenten gleichsinnig 
veriindert, so daB der Verdacht besteht, da die Veriinderung der 
Sedimentationskonstante nur durch eine veriinderte, experimentell 
und rechnerisch bisher nicht erfabbare Zusammensetzung des 
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Tabelle 3. 


EinfluB der Totenstarre auf die Sedimentationskonstante der Muskelproteine. 
Extraktionsmittel stets m/10-K-Phosphatpuffer py 5,9. 

















bn Vorbehandlung der Muskeln Sg9° (cm/sec: 10-*) 
—— na io 
Versuche an Froschgastrocnemien Vergleichs- | totenstarrer 
muskel | Muskel 
15 Beide Muskeln isometrisch bis zur Er- 
schépfung gereizt. A. sofort in fl. L.; 7,62 7,94 


B. hochgradig totenstarr in fl. L. 


16 A. Ohne Reizung sofort in fi. L. 
B. isometrisch bis zur Erschépfung 
gereizt und im Zustand hochgradiger 
Totenstarre in fl. L. 








Kom- | Kom- 


Versuche mit Kaninchenmuskulatur ponente I | ponente II 














iTa lebensfrisch 7,69 | 5,52 
b hochgradig totenstarr 8,35 6,12 
¢ Totenstarre in Lésung 7,49 5,75 


Muskelextraktes verursacht ist; auBerdem ist fraglich, ob die hier 
heobachtete Anderung der Sedimentationskonstanten wirklich durch 
den physiologischen Vorgang ,,Totenstarre“ bedingt ist, ob nicht 
unspezifische Verainderungen an den Proteinen dafiir verantwort- 
lich zu machen sind. 


Zusammenfassung. 


1. In Extrakten aus lebensfrischer Froschmuskulatur 1laBt 
sich mittels der Ultrazentrifuge eine Proteinkomponente mit der 
Sedimentationskonstante 7,57-10—!% nachweisen, die sich von 
einem groBen, selbst bei 60000 Touren nicht abzentrifugierbaren 
Rest, in dem noch eine Komponente mit sehr niedriger Sedi- 
mentationskonstante enthalten ist, gut abtrennen laBt. 


2. In Extrakten aus lebensfrischer Kaninchenmuskulatur 
sind 2 Komponenten mit der Sedimentationskonstante 7,70-107}° 
und 5,39-10—}3 nachweisbar, ein unzentrifugierbarer Rest merk- 
lichen Umfanges bleibt hier nicht zuriick. 


3. Das Stabilitatsbereich dieser Proteine, gemessen an ihrem 
Verhalten in den genninen Extrakten, ist enger begrenzt als das 
der Serumproteine und etwa zwischen p,, 5,1 und p,, 6,5 gelegen. 

15* 


998 H.J.Deuticke, Die Sedimentationskonstante von Muskelproteinen. 


4. Bei der Tatigkeit des isolierten Kaltbliitermuskels bleibt 


die Sedimentationskonstante 7,57-10~-1* unveraindert, es lassen 
sich auch in den Extrakten keine neu entstandenen Proteine 


anderer MolekilgréBe — innerhalb des der Untersuchung zuging- 
lichen GréBenbereiches — feststellen. 
Literaturverzeichnis. 


bo 


-1 


5. 


H. J. Deuticke, Pfliigers Arch. 224, 1 (1930); Diese Z. 210, 97 (1932); 
J. Hensay, Pfliigers Arch. 224, 44 (1930). 

The Svedberg, Kolloid-Z. 36, Ergiinzungsbd. 53 (1925); 51, 10 (1930); 
Z. physik. Chem. 121, 65 (1926); 127, 51 (1927); Kolloid-Z. 67, 2 (1934): 
Naturw. 22, 225 (1934). 

O. Lamm, Z. physik. Chem. A. 138, 313 (1928); A 148, 177 (1929). 
The Svedberg und P. v. Mutzenbecher, Naturw. 21, 331 (1933); 
P. v. Mutzenbecher, Biochem. Z. 266, 226 (1933). 

G. Embden u. H. Lawaczeck, Biochem. Z. 127, 181 (1922). 

The Svedberg, Trans. of the Faraday Soc. Nr. 115, 26, 740 (1930); 
The Svedberg u. B. Sjégren, J. Amer. Chem. Soc. 52, 2855 und 
5187 (1930). 

O. v. Fiirth, Erg. Physiol. 17, 363 (1919); Handb. d. Biochem. v. Oppen- 
heimer, 2. Aufl. 4, 297 (1925). 





und 
yon 
bei 

In ¢ 
die 

Gly 
hyd: 


geri 


| Gly 
Leb 
|. Wir 


Tier 
Ang 
2 Ve 


| den 
pro 


+ we 


glyk 


80 Nn 


| nicht 


dem 


+ Rolle 








3): 





229 


Beitrage zur Kenntnis des physiologischen Verhaltens 
der Triosen und ihnen nahestehender Verbindungen. 


V. Mitteilung. 


Verhalten des Leber- und Muskelglykogens nach Verfiitterung 
von Glycerinaldehyd bei gleichzeitigen Gaben von Insulin. 


Von 


Richard Stohr. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitat Innsbruck.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Mirz 1934.) 


Vor einiger Zeit untersuchten wir das Verhalten des Leber- 


und Muskelglykogens bei hungernden Ratten nach Vertfiitterung 


von Glycerinaldehyd?) und wollen heute iiber analoge Versuche 


| bei gleichzeitigen Gaben von Insulin berichten. Untersuchungen 


in dieser Richtung scheinen uns gerechtfertigt zu sein, da durch 


' die Arbeiten von Embden?) und Meyerhof und KieBling’) der 


Glycerinaldehyd als Zwischenprodukt des intermediiaren Kohle- 


| hydratstoffwechsels in den Mittelpunkt des allgemeinen Interesses 


geriickt worden ist. 
Unsere Versuche fiihrten seinerzeit zu dem Ergebnis, daB 


| Glycerinaldehyd zwar ein sehr starker Glykogenbildner in der 
_ Leber ist, das Muskelglykogen hingegen nicht wesentlich beeinfluBt. 
' Wir haben das Verhalten des Muskelglykogens an einem gréferen 
| Tiermaterial nochmals iiberpriift und kénnen unsere friiheren 


Angaben im groBen und ganzen bestitigen. So fanden wir bei 


| 2 Versuchsreihen (je 6 Versuchstiere und 6 bzw. 10 Kontrolltiere) 


den Glykogengehalt im Muskel nur geringfiigig erhéht (8 mg-°/, 


| pro 100 g Kérpergewicht gegeniiber den Kontrollen). Da aber bei 
| + weiteren Versuchstieren stiirker ausgeprigte Anstiege im Muskel- 
_ glykogen zu verzeichnen waren (26 mg-9/, pro 100 g Kérpergewicht), 
'80 méchten wir die Méglichkeit einer Glykogenbildung im Muskel 


nicht von der Hand weisen. Doch scheint sie im Gegensatz zu 


em starken Glykogenansatz in der Leber nur eine untergeordnete 


Rolle zu spielen. 
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Zu ganz anderen Ergebnissen gelangt man, wenn man mit 
dem Glycerinaldehyd gleichzeitig Insulin gibt. In diesem Falle 
kommt es zu deutlich ausgepriigten Anstiegen im Muskelglykogen, 
wihrend in der Leber der Glykogenansatz vollstindig ausbleibt, 
ja sogar Glykogen weitgehend mobilisiert wird. Dieses Verhalten 
des Leberglykogens ist insofern bemerkenswert, da C.F.Cori und 
G. T. Cori‘) bei analogen Versuchen mit Glucose, Fructose und 
Dioxyaceton unter dem Einflu6 von viel gréBeren Mengen Insulin. 
als wir in unseren Versuchen gegeben haben, lediglich eine Ver- 
schiebung in der Glykogenablagerung zugunsten des Muskels beob- 
achten konnten. So fanden diese Autoren bei Verfiitterung der 
oben erwihnten 3 Kohlehydrate und gleichzeitigen Gaben von 
5 bzw. 15 Einheiten Insulin pro 100 g Kérpergewicht einen zwar 
verminderten aber noch immer betriichtlichen Glykogenansatz in 
der Leber, wihrend in unseren Versuchen schon 2 Einheiten Insulin 
fiir dieselbe Gewichtsmenge einen vollstindigen Glykogenschwund 
in der Leber verursachten. Von auSen zugefiihrtes Insulin ver- 
hindert somit die Glykogensynthese aus Glycerinaldehyd bzw. die 
Glykogenablagerung in der Leber und verschiebt dieselbe in die 
Muskulatur, waihrend unter normalen Verhiltnissen (d. h. ohne 
iiuBere Insulinzufuhr) die Leber, wie schon oben erwiihnt, der be- 
vorzugte Platz der Glykogensynthese zu sein scheint und die 
Muskulatur erst sekundar dafiir in Betracht kommt. 


Experimentelier Teil. 


A. Versuchsanordnung und Methodik. Fiir die Versuche ver- 
wendeten wir minnliche weibe bzw. scheckige Ratten, die unter vollstiindig | 
gleichen Bedingungen aufgewachsen waren, und die vor der Einstellung in die | 
Versuche 24 Stunden gehungert hatten. Beziiglich der Versuchsanordnung 
und der Arbeitsmethodik verweisen wir auf unsere friiheren Angaben’). 
Glycerinaldehyd (inaktiv): Kahlbaumsches Priparat; das Insulin wurde 
subcutan am Riicken injiziert; Insulin: Bayer-Meister Lucius, I. G. Farben- 
industrie Leverkusen a. Rh. Die Resorptionsdauer betrug 3 Stunden. 

B. Tierversuche. Das Verhalten des Muskelglykogens nach Ver § 
fiitterung von Glycerinaldehyd wurde an 2 Tierserien nochmals iiberpriift. 
Serie I umfaBte eine Gruppe von 12 iilteren Tieren (Alter: 12—14 Wochen). 
von denen 6 Ratten 0,25 g Glycerinaldehyd erhielten. Die restlichen dienten 
als Kontrollen und bekamen nur Wasser. Das Muskelglykogen der Versuchs- 
tiere betrug im Durchschnitt 0,150 g-°/, pro 100 g ,,Kérpergewicht“*), das 

*) Bei den Angaben fiir das Muskelglykogen verstehen wir unter! 
,Kérpergewicht“ das Gewicht des entbluteten Tieres nach Entfernung der 
Leber, des Magens und des Darmes. Hingegen beziehen sich die Angaben 
des Insulins immer auf das Lebendgewicht des Versuchstieres. 
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der Kontrollen 0,142 g-°/,. Serie II bestand aus 6 Versuchstieren und 
10 Kontrollen, von denen die ersteren mit 0,4 g Glycerinaldehyd a 
wurden. Die entsprechenden Zahlen fiir das Muskelglykogen sind 0,128 g-° 
und 0,120 g-°/, pro 100 g Kérpergewicht. Die Ratten der Serie i sowie 
alle mit Insulin behandelten Tiere waren 9—10 Wochen alt, weshalb die 
Glykogenwerte der Serie II als unmittelbare Vergleichszahlen fiir die Insulin- 
versuche herangezogen werden miissen. 


Verhalten des Leber- und Muskelglykogens bei hungernden Ratten 
3 Stunden nach Verfiitterung von Glycerinaldehyd bei gleichzeitigen 
Gaben von Insulin. 
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g g g Einh. g-°/, g-/, mg-°/, | mg-°/, 
A. Mittelwert von 6 Kontrollen: 
| | | 04 | o | 4,131 0,128 | | 4 
Bb. Versuchstiere: 
1 128 15 0,4 10 0,002 0,145 33 3 
112 15 0,4 10 0,003 0,152 28 5 
3 118 17 0,4 10 0,002 0,158 37 4 
4 118 11 0,4 10 0,010 0,154 39 2 
5 122 12 0,4 10 0,016 0,161 32 1 
Mittel: 0,007 | 0,154 | | 3 
1 123 10 0,25 b 0,018 0,153 46 1 
2 135 12 0,27 5 0,020 0,125 41 6 
8 109 12 0,22 5 0,009 0,186 41 1 
4 124 13 0,25 5 0,007 | 0,153 | 32 2 
Mittel: 0,014 | 0,154 | | 2,5 
1 127 12 0,25 2 0,007 0,121 55 1 
2 138 11 0,28 2 0,007 0,185 64 1 
3 157 14 0,31 2 0,008 0,153 37 7 
4 119 10 0,24 2 0,015 0,183 | 54 2 
Mittel: 0,009 | 0,160 | (e 














*) Vgl. Anmerkung im Text. 
**) Bestimmt nach Hagedorn-Jensen, 


Im Hinblick auf die Angaben von C. F. Cori und G. T. Cori, die bei 
ihren Glucoseversuchen 15 Einheiten Insulin pro 100 ¢g Kérpergewicht in- 
jiziert hatten, gaben wir anfangs bei 6 Tieren gleichzeitig mit 0,4 g Glycerin- 
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aldehyd 10 Einheiten Insulin fiir dieselbe Gewichtsmenge. Diese Dosis erwies 
sich aber viel zu hoch, da eine Ratte 2°/, Stunden nach der Injektion starb. 
Wir sind daher bei unseren weiteren Versuchen mit der Insulinmenge auf 
5 und 2 Einheiten heruntergegangen und haben gleichzeitig, um die Gift- 
wirkung des Glycerinaldehyds zu verringern, die Menge der gegebenen 
Triose von der Gesamtdosis von 0,4 g auf 0,2 g pro 100 g Kérpergewicht 
erniedrigt. Simtliche Versuche fiihrten zu einer vollstindigen Glykogen- 
mobilisierung in der Leber und zu deutlichen Anstiegen des Muskelglykogens. 
Der Blutzucker war bei allen Tieren zu Beginn des Experimentes normal. 
Bei den Insulintieren waren am Ende des Versuches je nach der Menge 
des gegebenen Insulins mehr oder minder starke Hypoglykiimien nachweis- 
bar. Das Allgemeinbefinden war bei diesen Versuchstieren ziemlich schlecht. 
Die Tabelle auf S. 231 gibt die Versuche wieder. 


Zusammenfassung. 


Unter dem Einflu8 von gleichzeitigen Gaben von Insulin 
verliert Glycerinaldehyd seine Fahigkeit, den Glykogengehalt der 
Leber bei hungernden Ratten zu vermehren. Hingegen sind starke 
Glykogenanstiege im Muskel nachzuweisen, die bei Fiitterungs- 
versuchen ohne gleichzeitige Verabreichung von Insulin nicht 
oder nur schwach angedeutet sind. 


Literatur. 
1. R. Stéhr, Diese Z. 206, 211 (1932); 212, 85 (1932). 
2. G. Embden, H.J. Deuticke u. G. Kraft, Klin. Wschr. 12, 213 


(1933). 
3. O. Meyerhof u. W. Kiessling, Naturwiss. 21, 223 (1933); 
O. Meyerhof u. D. MceEachern, Biochem. Z. 260, 444 (1933). 
4. C.F. Cori u. G. T. Cori, J. of biol. Chem. 76, 755 (1928). 
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Uber die Abspaltung von Eisen aus Blutfarbstoff und Himatin 
mittels schwefliger Sadure als Lichtwirkung. 
Von 


Rich. Zeynek und Sigurd Kittel. 





(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Deutschen Universitat in Prag.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Mirz 1934.) 


Im Jahre 1906 hat R.Zeynek mitgeteilt, dab Loésungen 
you Hamoglobin und waBrige Aufschwemmungen von Himatin, 
nach Einleiten von Schwefeldioxyd belichtet, bald violettrot werden 
und dem Hiimatoporphyrin entsprechende Absorptionsstreifen zeigen, 
wihrend in der Fliissigkeit schlieBlich das ganze komplex ge- 
bundene Eisen in lonenform nachweisbar wird. Die sehr auffillige 
Reaktion schien urspriinglich eindeutig zu sein, so lange Himato- 
porphyrin als das eisenfreie Spaltungsprodukt dieser prosthetischen 
Gruppe galt; Hamatoporphyrin muBte aber gegeniiber Proto- 
porphyrin als der eigentlichen farbgebenden Gruppe zuriicktreten. 
Obwohl die SO,-Lichtreaktion glatt verliuft, wurde von uns seither 
vergebens versucht, dieses Porphyrin krystallisiert zu erhalten’). 

Da gegenwirtig die Porphyringruppe soweit durchforscht ist, 
dabB ein Vergleich auf Grund des optischen und analytischen Ver- 
haltens — auch amorph gewonnener Substanzen dieser Gruppe — 
zulissig ist, seien einige unserer Versuche betretfend die zweifellos 
bemerkenswerte Reaktion hier mitgeteilt. 

Es ist uns nicht gelungen, mit anderen Reagentien als mit 
_ schwefliger Saiure eine gleichartige EKisenabspaltung zu erzielen. 
Versucht wurden in dieser Hinsicht: salpetrige Siure, Bromwasser- 
stoff und Jodwasserstoff, phosphorige Siure, Phosphortrichlorid, 
_ unterphosphorige Siure, Natriumhydrosulfit, Schwefelwasserstoft, 
' Natriumthiosulfat, Taurin plus verdiinnte Schwefelsiure, selenige 
| Saure. Die erwihnten starken Saiuren wurden natiirlich vorsichtig, 
/nur in dem MaBe zugesetzt, daB die entstandene Kiweibfallung 
nicht oder nicht nennenswert gelést wurde, um nicht einer Tauschung 
durch die bekannten rein chemischen Eisenabspaltungen zu unter- 





) Dissertation von S. Kittel, 1931. 
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liegen!). Letztere tritt mit schwefliger Siure bei Sauerstoff- 
abwesenheit im Dunklen nicht ein, auch nicht nach langer EKin- 
wirkung der schwefligen Siiure bei Zimmertemperatur in der mit 
ihr gesiittigten wiBrigen Lésung. 


A. Versuche mit der isolierten prosthetischen Gruppe. 

Reines Chlorhimin, nach Schalfejew oder durch Pepsin- 
verdauung dargestellt, gab mit wiiBriger schwefliger Siiure auch 
nach mehrwochentlicher Lichtwirkung nur eine minimale Rotfarbung 
der Fliissigkeit, welche wir auf geringe Verunreinigungen der 
Priiparate beziehen méchten. Dabei hatte sich an den Krystallen 
etwas Schwefel abgesetzt. Nach dem Auswaschen lie® sich das 
urspriingliche Himin anscheinend unverindert wiedergewinnen. 

Himatin und Himochromogen’) dagegen gaben bei analoger 
Behandlung mit waBriger schwefliger Siure sehr bald eine rot 
gefirbte Lésung, wahrend der schliefliche Bodensatz nur aus 
fein verteiltem Schwefel bestand. Das in der Fliissigkeit geldéste 
Kisen war mit den iiblichen Reaktionen nachweisbar. 

Diese Versuche waren vorerst in diinnwandigen Glasréhrchen 
vorgenommen worden. Die Fliissigkeit wurde mit schwefliger 
Siure gesiittigt, die Luft verdriingt, nach dem Zuschmelzen wurden 
die Proben unter wiederholtem Umschiitteln in méglichst giinstiger 
Lage dem Sonnenlicht ausgesetzt. Zu jedem Versuch wurde 
0,5—1 ¢ des Ausgangsmaterials verwendet. Die Fliissigkeiten 
zeigten folgende Absorptionsstreifen (zur Untersuchung stand nur 
ein geeichtes Zeiss-Spektroskop mit Wellenliingenskala zur Ver- 


fiigung). 
, 594,6—596,1, 575, 554/5. Intensitdt III, I, IL. 


Zur Gewinnung des Farbstofis wurde die Liésung vom aus- 
geschiedenen Schwefel und evtl. nicht angegriffenen Ausgangs- 
material filtriert (gelegentlich nach kurzem Erwirmen, um eine 
bessere Abscheidung des fein verteilten Schwefels zu erreichen), 
das Filtrat wurde eingedampft, der Riickstand in Salzsiure gelést. 
Auch nach folgender Neutralisation mit Lauge ging der Farbstoti 
nicht in eisessighaltigen Ather iiber. — Die verdiinnte salzsaure 
Lésung wurde gegen Wasser dialysiert, was anfangs mit Verlusten 
verbunden war, da etwas Farbstoff dialysierte, so lange die Fliissig- 
keit stark sauer war. 


1) Vgl. O. Schumm, Porphyrinbildung aus Blutfarbstoff, Diese Z. 139, 


219 (1924). 
*) Eine passende abgekiirzte Bezeichnung fiir Himochromogen scheint | 


mir ,,Hiimon“ zu sein. 
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Nach der Dialyse war am Boden der Hiilse ein braunes, in 
Sdiuren und Laugen leicht lésliches Pulver; es war unléslich in 
den gebriuchlichen organischen Lisungsmitteln, doch léste es 
sich in Weingeist und in Methylalkohol nach Zusatz von etwas 
Salzsiure oder Schwefelsiure. Es war vollkommen eisenfrei. 
Zwei verschiedene Proben gaben 9,15 und 9,18°/, N, 1,42 und 
1,54°/, S. Die optischen Eigenschaften waren so gut wie gleich 
denen des Himatoporphyrins Nencki, wie folgende Ubersicht zeigt: 


in 25°/,iger Salzsiure.. 596 575 553,2 Intensitit II, I, Il 
in 98°/, iger Schwefels. . 599,2 575 554,2 ‘ IIT, I, Il 
in n/10-Kalilauge..... 617,2 566 541 504 ss III, I, IV, Ul 
in 25°/,iger Essigsiiure . 596,5 572 554 504 - III, 1, Ul, 1V 


Bei der Mertensschen Bromprobe trat zuerst ein nicht be- 
stindiger Streifen bei 635/8 auf, bei dessen Verschwinden spiiter 
ein starker, recht persistenter Streifen bei 625/8. Unter der 
Analysenquarzlampe zeigt die Fliissigkeit eine prachtvoll rote 
Fluorescenz. Durch Oxydation mit Chromsiiure—Kisessig wurde 
kein Methylithylmaleinimid erhalten, Hiimatinsiiure wurde in guter 
Ausbeute gewonnen. 

Nach Vortrocknen im Vakuum und folgendem dreistiindigem 
Erhitzen im Hochvakuum auf 110° gelang es nicht, die dem 
Protoporphyrin entsprechende Anderung des Spektrums zu erreichen. 
Ks scheint uns dies bemerkenswert zu sein, weil bei Verwendung 
von Hamatoporphyrinestern die entsprechende Wasse :bspaltung 
aus Seitenketten zu beobachten war. 

In zugeschmolzenen Glasréhrchen, also bei LuftabschluB, 
und unter der Wirkung des Sonnenlichts geht die Reaktion auch 
nach Monaten nicht weiter. Bei Luftzutritt oder in Quarzréhr- 
chen unter der Quecksilberlampe firbt sich die Fliissigkeit spiiter 
dunkelgelb und zeigt nurmehr einen Absorptionsstreifen in Blau, 
wihrend die Fluorescenz ins Gelbe geht. Wir méchten diese 
Anderung als Ozonwirkung auffassen; Wasserstoffsuperoxyd gibt 
sie nicht, wie Zeynek schon 1906 erwihnt hat. 


B. Versuche mit Hamoglobinen. 


Kinleitend sei bemerkt, daB sich die SO,-Lichtreaktion auf 
die Blutiarbstoffe von der Reaktion auf deren isolierte prosthe- 
tische Gruppe dadurch unterscheidet, daB eine Verbindung von 
himatoporphyrinartigem Spektrum mit einem HiweiBrest erhalten 
wird; die Enteisenung geht im iibrigen analog vor sich. 
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Nach Vorversuchen wurden etwa 1°/,ige Blutfarbstofflésungen 
als fiir diese Untersuchungen geeignet konzentriert verwendet. 
Konzentriertere Blutfarbstofflésungen geben mit SO, eine derbe 
persistierende Gallerte, wodurch die Einwirkung des Lichtes auf 
tiefere Schichten beeintraichtigt ist. Etwa je 20 ccm der 
Lésungen wurden in diinnwandige, bis 20 mm weite Glasréhr- 
chen eingefiillt, daselbst mit aus einer Bombe entnommenem SO, 
gesiittigt, nach Verdringen der Luft wurde zugeschmolzen. Zu 
Beginn der SO,-Einwirkung’ auftretende Fillungen lésen sich 
wieder auf bei fortschreitender Sittigung. Bei Verwendung von 
Oxyhimoglobin, Kohlenoxydhimoglobin und (eisencyanidfreiem) 
Methimoglobin waren die Fliissigkeiten nach der SO,-Kinwirkung 
tief dunkelbraun, wiesen einen intensiven Absorptionsstreifen bei 
etwa 640 und vollstaindige Lichtabsorption im Kurzwelligen ab 
etwa 540 auf. Red. Hamoglobin und Cyanhimoglobin gaben an- 
fangs hellere, gelbrote Farbenténe und zeigten einen Spektral- 
streifen um etwa 645. Wahrend der Belichtung erstarrten die 
Fliissigkeiten allmihlich gallertig und firbten sich himbeerrot, 
zugleich verschwanden die Streifen im Rot. Nach langerer Licht- 
wirkung trennt sich die rote Gallerte von einer farblosen, iiber- 
stehenden Fliissigkeit, noch spiaiter kann diese selbst einen roten 
Farbenton annehmen. Wir haben manche Miihe erfolglos darauf 
verwendet, als erstes Stadium Hiimo(chromoge)n (bei Laugen- 
zusatz zu der vor Luftzutritt geschiitzten Probe) nachzuweisen. 

Die wesentlichsten Versuche wurden mit Pferde- und Rinder- 
blutfarbstoff durchgefiihrt, der hier am leichtesten zur Verfiigung 
steht, doch sei bemerkt, daB auch mit anderen Blutfarbstoffen 
die analogen Ergebnisse von uns erhalten wurden. 

Nach einer bis 5 tigigen Belichtung am Sonnenlicht hatten 
alle so hergestellten Proben den gleichen Farbenton, und sie 
zeigten ungefihr gleiche Absorptionsspektra, und zwar einen 
schmalen dunklen Streifen bei 594—596, ein intensives, breites 
Band bei 554—555, manchmal einen schwachen Streifen bei 
574—575. Der erwahnte rote Farbenton der Liésung zeigte 
sich nur bei intensiver, langdauernder Sonnenlichtwirkung oder 
nach Belichtung mit einer Quecksilberquarzlampe; darnach ist 
an einer Mitwirkung des Eiweifanteils an dieser Reaktion, d. h. 
einer weitergehenden KiweiBspaltung durch das Licht nicht zu 
zweifeln. Abgesehen davon ging aber die Lichtwirkung in den 
Hamoglobinderivaten analog vor sich wie in der abgespaltenen 
prosthetischen Gruppe, nur war niema!s auch nach langer, sehr 
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intensiver Belichtung, der Farben- und Fluorescenzumschlag ins 
Gelbe, wie er bei der prosthetischen Gruppe geschildert ist, zu 


beobachten. 


Zuerst wurden nach Offnung der Réhrehen die Niederschlige, ge- 
trennt nach der Art des verwendeten Blutfarbstoffderivates, verarbeitet. 
Als wir uns davon iiberzeugt hatten, da8B sich die Niederschlige in allen 
Reaktionen gleich verhielten, haben wir weitere Versuche nur mit Oxy- 
himoglobinlésungen ausgefiihrt. Hervorzuheben ist aber, daB trotz der 
gleichartigen Lichtabsorption die GréBe des EiweiBanteils in den einzelnen 
Priparaten je nach der Dauer und Intensitit der Belichtung, vielleicht 
auch abhingig von der Temperatur, Schwankungen unterliegt; in dieser 
Hinsicht waren unsere Priiparate nicht einheitlich. 


Die Niederschliige wurden auf der Zentrifuge von der iiber- 
stehenden Lésung befreit, wiederholt mit Wasser bis zur voll- 
stindigen Entfernung der schwefligen Siure gewaschen, in Salz- 
siure gelést, von Triibungen (Schwefel und etwaige EiweiBreste) 
filtriert; die Filtrate wurden mit Lauge neutralisiert, mit Hssig- 
siiure gelést, mit Ather ausgeschiittelt. Dabei flockte der ge- 
firbte Niederschlag voluminés aus, die Atherlésung war stets 
vollkommen farbstofffrei. Die Niederschlige listen sich auch in 
Lauge leicht und vollstiindig, bei Neutralisation fielen sie aus. 
Sie wurden in Salzsiiure gelést, in Pergamentbeuteln gegen destil- 
liertes Wasser dialysiert. Auch in stark saurer Lisung trat kein 
Farbstoff durch die Membran. SchlieBlich wurden die Reaktions- 
produkte als bravne Niederschlige gewonnen. Auffallend ist ihre 
vollstiindige Unléslichkeit in den gebriuchlichen organischen 
Lésungsmitteln, auch in Pyridin; in Methyl- und in Athylalkohol 
lésen sie sich aber nach Zusatz von 0,2°/, Salzsiure mit violett- 
roter Farbe. Verdiinnte Mineralsiuren, sowie Essigsiure geben 
violette Lisungen, Laugen gelbbraune Liésungen. Sie sind voll- 
kommen eisenfrei, geben schéne Biuretreaktionen, schwache Nin- 
hydrinreaktionen, keine Rétung mit Millons Reagens. Die Aus- 
salzbarkeit der in n/10-Salzsiure gelisten Priparate ist gering. 
Erst nahe der Ganzsittigung mit Ammonsulfat erfolgt voll- 
stindige Fiallung. Im polarisierten Licht wurde eine geringe 
Rechtsdrehung der salzsauren Lisungen gefunden. Gegen Trocknen 
bei héherer Temperatur waren die Priiparate recht empfindlich 
und konnten vollkommen unlislich werden; selbst bei Zimmer- 
temperatur wurden sie unlislich nach lingerem trockenen Liegen. 
Die Absorptionsstreifen der Lésungen waren stets scharf be- 
grenzt, innerhalb der Beobachtungsfehler hatten sie (bei den 
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verschiedenen Blutfarbstofiderivaten iibereinstimmend) folgende 
Lage: 


Intensitiit 
in 25°/,iger Salzsiure 595,8—596 (575) 552,8—553 Ill, I dj 
in 98°/,iger Schwefels. 598,4—599,5 (575) 554,2—554,7 Ill, I di) 
in n/10-Kalilauge 616,2—617,2 566/7 540,2/8 504,5—505 IL, I, IV, I 


in 25°/,iger Essigsiure 596,3/5 571,5—572 554 504  III,I,II,IV 

Die Spektralstreifen der salzsauren Lisung iindern ihre Lage 
nicht beim Verdiinnen der Liésung mit Wasser. — Der Streifen 
der Laugenlésung bei 617 wurde bei Priiparaten, welche nach 
kurzer Lichtwirkung isoliert waren, noch stiirker ins Kurzwellige 
verschoben gefunden, bis 615,5; wir meinen, daB diese Verschie- 
bung mit der GréBe des noch haftenden EKiweiBanteils zusammen- 
hingt, wenn auch der EinfluB des EiweiBanteils auf die Farb- 
qualitit an sich recht gering ist. — Die Bromprobe nach 
Mertens erwies sich hier als besonders vergiinglich und gegen 
BromiiberschuB empfindlich, im Gegensatz zu dem bei A. be- 
schriebenen Porphyrin. Es empfahl sich, eine schwach salzsaure, 
weingeistige Lésung des Farbstofis mit einem minimalen Trépf- 
chen einer alkoholischen Bromlésung zu versetzen, wobei sofort 
der charakteristische Streifen bei 635/8 auftrat, der aber bei 
geringem Bromiiberschu8 verschwand und einem recht persistenten 
Streifen bei 625 Platz machte; daneben war ein undeutlicher 
Doppelstreifen bei etwa 496 zu sehen. 

In vielen Fallen haben wir zu unserer Orientierung die 
Menge des abgespaltenen Eisens bestimmt und immer ungefihr 
das gesamte Hiimoglobineisen in Ionenform wiedergefunden. 

Die Elementaranalyse eines durch lange Belichtung ge- 
wonnenen Priparates von Oxyhiimoglobin sei beilaiutig mitgeteilt: 
C 53,31, H 8,42, N 14,25, S 1,68, O (ber.) 22,34°/,. Schwefel- 
bestimmungen in verschiedenen Priiparaten, nach sorgsamer Ent- 
fernung kolloidal gelésten oder fein verteilten Schwefels (worauf 
Zeynek seiner Zeit noch nicht geachtet hatte) gaben Werte 
zwischen 1,5—1,9°/. 

Im Hochvakuum, schlieBlich mehrere Stunden bei 105° ge- 
trocknet, zeigten sich kaum Anderungen der Farbqualitit, ins- 
besondere war niemals das Auftreten des differenten Protopor- 
phyrinspektrums zu beobachten. 

Durch diese Untersuchungen ist die friihere Annahme von 
Zeynek') bestitigt, daB hier ein eisenfreies Kathimoglobin 


1) Diese Z. 49, 480 (1906). 
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ach der Nomenklatur van Klaverens) vorliege; gegenwiirtig 
wire diese Substanz als Himatoporphyrinproteose zu bezeichnen. 
Die Menge des Eiweibrestes mag, wie erwihnt, je nach der 
Natur des verwendeten Blutfarbstoffs, vielleicht auch nach der 
Temperatur, bei welcher die Lichtwirkung statthat, Schwan- 
kungen unterliegen; wie schon hervorgehoben, nimmt bei lingerer 
Belichtungsdauer der EiweiBanteil ab. 

Die GréBe dieses KiweiBanteils versuchten wir einerseits 
kolorimetrisch, andererseits durch Eiseneinfiihrung (Kisenporphy- 
ratinbildung) zu bestimmen. — Die colorimetrische Bestimmung 
geschah in der Annahme, dai die Farbintensitiit der Proteose 
ihrem Gehalt an Porphyrin entspriiche. Solche Vergleiche gaben 
Werte zwischen 50—60 max °/, fiir die Menge des EiweiBrestes, 
bei monatelanger Lichtwirkung wurden in einigen Fallen noch 
niedrigere Werte, bis etwa 40°/, gefunden. — Die Kiseneinfiih- 
rung erfolgte leicht beim Erhitzen mit Kisessig, NaCl, Na-Acetat 
und Hisenpulver. Nach dem Verdampfen auf dem Wasserbad 
wurde mit n/10-Lauge aufgenommen, das Filtrat zuerst gegen 
verdiinnte Salzsiiure bis zur Entfernung geliésten EKisens, dann 
gegen Wasser chlorfrei dialysiert, nach dem Trocknen wurde das 
Eisen bestimmt. Die nach den beiden Methoden erhaltenen 
Werte stimmten ungefihr iiberein; z. B. gefundener Hisengehalt 
4,05°/,, entsprechend 51,9°/, EiweiBanteil, colorimetrisch ge- 
fundener EiweiBanteil: 52,9°/,. Berechnet auf einen Globingehalt 
von etwa 96°/, im Hiamoglobin wiire demnach hier weniger als 
ein Zehntel des urspriinglichen Eiweifes gebunden geblieben, 
baw. wihrend der Enteisenung unter Lichtwirkung zu einem 
festen Komplex zusammengetreten. 

Die Zusammensetzung des Globinrestes zu untersuchen bleibt 
weiteren Studien vorbehalten. Bemerkt sei, da nach unseren 
vorliufigen orientierenden Analysen ihm ein N-Gehalt von 17 bis 
18°/, zukommen diirfte. 

Auffallend ist die Resistenz dieses Komplexes gegen eiweib- 
spaltende Fermente. Bei einem Priparat mit (colorimetrisch be- 
rechnetem) 53°/,igem HiweiBanteil gab Trypsin (Kahlbaum) in 
1°/,iger Sodalésung bei 10tigiger Kinwirkung im Brutschrank 
keine Kinwirkung, Pepsin (Merck) in 0,4°/,iger Salzsiure nach 
30 tagiger Kinwirkung im Brutschrank eine Abspaltung von 1,6°/, 
des KiweiBteils. — 1stiindiges Kochen der Proteose mit Salzsiiure 
gab einen EiweiBverlust von etwa 6°/,, intensivere Hydvolyse zer- 
stérte die Porphyringruppe. 
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Nach den gegenwirtigen Erfahrungen, insbesondere nach dev 
Ergebnissen der Laugenwirkung auf Himoglobinderivate nacn 
Waelsch’) hat die Vorstellung dieser resistenten Bindung eines 


Eiweibrestes an die chromogene Gruppe nichts Befremdendes mehr, | 


immerhin war eine derart feste Bindung unerwartet. 

Wie erwihnt, list sich bei intensiver, langdauernder Bestrahlung 
ein Teil der Proteose in der iiberschiissigen schwefligen Siure und 
farbt die Lésung rotviolett. Die Spektralerscheinungen dieser 
Lésungen waren die gleichen wie schon beschrieben; bei Isolierungs- 
versuchen wurden aber nur Proteosen, kein freies Haimato- 
porphyrin, erhalten. 

Das zur Bestimmung des EiweiBanteils hergestellte Eisenporphyratin 
gab in n/10-Lauge gelést einen unscharfen Streifen bei 612 und zwei Schatten 
violettwirts, nach Hydrazinhydratzusatz zu dieser Loésung traten Himo- 
chromogenstreifen bei 646,2 und 516, mit Schwefelammon bei 548,8 und 519 
auf. Eine Beobachtung sei noch erwiihnt: bei lange trocken aufbewahrten 
Hiimoglobinpriparaten war in den Produkten der SO,-Lichtwirkung diese 
Eisenaufnahme erschwert, und die entstandenen eisenhaltigen Substanzen 
gaben kein Hiimochromogenspektrum. Daraus kann wohl gefolgert werden, 
da’ bei dieser ,,Denaturierung“ nicht nur der Globinkomplex, sondern auch 
die prosthetische Gruppe veriindert ist. Auch dies ist nicht verwunderlich, 
wissen wir doch, daB aus ,,alten“ Hiiminpriparaten die Darstellung von 
Himatoporphyrin Nencki keine gute Ausbeute gibt. 

Durch Chromsiaureoxydation gelang in keinem Falle der Nach- 
weis von Methylithylmaleinimid; Himatinsiure wurde in guter 
Ausbeute gewonnen. 


C. Versuch der Eisenabspaltung aus der Haminproteose von Waelsch. 


Es schien nun von Interesse zu sein, die Resistenz der durch 
Laugenspaltung von Blutfarbstoff erhaltenen, von Waelsch charakte- 
risierten Hiiminproteose gegeniiber der SO,-Lichtwirkung kennen 
zu lernen. 

Das Ausgangsmaterial war gewonnen aus umkrystallisiertem 
Rinderoxyhimoglobin, dessen 12°/,ige Lésung nach Zusatz von 
etwa 2°/, Atznatron im siedenden Wasserbad durch 10 Stunden 
erhitzt worden war; die Fliissigkeit zeigte das typische Himo- 
chromogenspektrum (557, 527). Nach den Erfahrungen von Waelsch 
muBte hier noch ein reichlicher EiweiBanteil an Himatin gebunden 
sein’), Ein Teil der Flissigkeit wurde im Stickstoffstrom mit 
luftfreiem Wasser auf das 6 fache verdiinnt, wobei das Spektrum 
erhalten blieb, dann wurde mit SO, gesittigt. Beim EKintreten 


*) Diese Z. 168, 188 (1927). *) Diese Z. 168, 193 (1927). 
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er sauren Reaktion fallt ein hellbrauner Niederschlag aus, der 
‘ich bei weiterem Hinleiten von Schwefeldioxyd wieder lost; nun 
wurde in einzelne Réhrchen verteilt, nach Verdringen der Luft 
durch SO, wurde zugeschmolzen und der 5 tigigen Sonnenwirkung 


in oben beschriebener Weise ausgesetzt. Neben einem gallertigen 


Niederschlag war eine rote Lésung entstanden. Der Niederschlag 
enthielt reichlich Schwefel, der zum Teil aus der Reaktion des 
bei der Laugenzerkochung entstandenen Schwefelnatriums mit der 
schwefligen Saéure stammt. — Der mit Wasser ausgewaschene 
Niederschlag wurde mit verdiinnter Salzsiure aufgenommen, vom 
fein verteilten Schwefel wurde nach Erwirmen abfiltriert, das 
Filtrat wurde eingedampft. Der Riickstand war eisenfrei, seine 
alkalische Lisung gab nach Zusatz von Essigsiure, mit Ather ge- 
schiittelt, keinen Farbstoff an Ather ab. Durch 1 stiindiges Kochen 
mit 25°/,iger Salzsiiure war der KiweiBanteil vollstandig abspalt- 
bar, wakrend bei der gleichen Zerkochung der Porphyrinproteose 
aus Blutfarbstoff selbst nur 6°/, des Kiweibrestes abgespalten 
waren. Das nach der Neutralisation durch Dialyse erhaltene braune 
Pulver verhielt sich gleich dem aus Himatin erhaltenen Reaktions- 
produkt. Bei der Elementaranalyse wurde erhalten: C 68,1, H.5,91, 
N 9,38, S 1,23, d.h. Werte, die bis auf den Schwefelgehalt mit 
denen von Nenckis Himatoporphyrin ertraglich iibereinstimmen. 
Aus der roten, vom untersuchten Niederschlag filtrierten Lésung 
war, allerdings etwas miihsam, der gleiche Farbstoff zu gewinnen, 
von der Zusammensetzung: C 68,4, H 5,9, N 9,7, S 1,17. Bei der 
spektroskopischen Untersuchung wurden wiederum etwa die gleichen 
Werte gefunden wie bei A. und B., so daB ihre Mitteilung, da sie 
doch nicht die gréBt erreichbare Prizision aufweisen, unterbleiben 
kann, die Mertenssche Bromprobe gab das gleiche Ergebnis wie 
die Priparate A. — Das in beschriebener Weise gewonnene Hisen- 
porphyratin war in Pyridin unléslich, in Saéuren und in Laugen 
leicht léslich; letztere Lésung zeigte einen unscharfen Streifen bei 
612, auf Zusatz von Hydrazinhydrat 546,5 und 516, auf Schwefel- 
ammonzusatz 541,9 und 519. 

Da der EiweiBrest der durch Laugenzerkochung erhaltenen 
Himinproteose nach der SO,-Lichtwirkung relativ leicht abspaltbar 
ist, so ist anzunehmen, daB in dieser Porphyrinproteose anders- 
artige Komponenten des Kiwei8molekiils als bei Porphyrinproteosen 
aus dem Blutfarbstoff selbst die bei letzteren so hartnickige Bindung 
iibernehmen. Diese verschiedene Reaktionsfahigkeit kénnte auch fiir 
Abbaufragev. des Blutfarbstoffs von physiologischem Interesse sein. 

Hoppe-Sey'er’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COXXIV. 16 
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Ahnlich der Waelschschen Proteose verhielt sich die von 
Haurowitz!) durch Trypsinverdauung von Blutfarbstoff gewonnene 
Haminproteose. 


D. Verhalten des Haimatoporphyrins Nencki 
und des Protoporphyrins bei SO,-Lichtwirkung. 


Himatoporphyrin Nencki hatte nach langerer Belichtung un- 
gefahr 1,5°/, Schwefel aufgenommen, ohne seine optischen Eigen- 
schaften wesentlich zu veraindern; nur der Streifen bei 551,7 
erschien etwas gegen Rot verlagert: auf 553,6. Stets war es 
itherunléslich geworden. Eine gréBere Schwefelanlagerung ist 
auch nach sehr langer Lichtwirkung nie gelungen. — Proto- 
porphyrin léste sich nur wenig in schwefliger Siure. Bei der 
Belichtung zeigte die Lésung bald die Lichtausléschungen des 
Hamatoporphyrins. 


E. Physiologisches Verhalten dieser Porphyrine 
(Sensibilisierungsversuche nach Hausmann). 


Als Versuchstiere dienten weife Miuse, denen eine Lésung 
unserer Porphyrinproteose bzw. des freien ,,Lichtporphyrins“ in 
0,1—0,5°/,iger Sodalésung subcutan injiziert wurde. Zur Kontrolle 
wurde die gleiche bzw. entsprechende Menge von Himatoporphyrin 
Nencki, in gleicher Weise gelést, injiziert. 

Bei im Dunklen gehaltenen Tieren trat keine Schidigung der 
Versuchstiere auf, auch nicht nach mehrfacher Injektion der 
Proteose und bei 1 wéchentlicher Beobachtungsdauer; sie selbst 
gibt also keine Giftwirkung. Nach Belichtung wurden die analogen 
Schidigungen, wie sie Hausmann geschildert hat, beobachtet, 
doch traten sie regelmaBig etwas spiter auf. 

Versuchsdaten. Mausgewichte 25—30 g; injizierte Proteosenmenge pro 
Tier: 0,02 g, Tod im Licht nach 1'/,—2 Stunden. Injizierte Proteosenmenge 
0,012g, Tod nach 3—31/, Stunden. Kontrolltiere mit 0,005 g Himatoporphyrin 
Nencki, Tod bei gleicher Belichtung nach 2'/, Stunden. Das freie Licht- 
porphyrin gab in bezug auf die Sensibilisierungsschidigung etwa die gleiche 
Gefihrdung wie Himatoporphyrin Nencki. Injizierte Proteosemenge 0,005 g 
(abends). Die Belichtung begann am niichsten Morgen an hellem Tageslicht 
(Mai), der Tod trat ein nach 32, 46, 53, 55 Stunden. 

Einige Versuchstiere wurden nach geringer Lichtwirkung ins Dunkle 
gebracht und haben sich erholt, obwohl sie bald nach der Belichtung grofe 
GewichtseinbuBen hatten (binnen 12 Stunden etwa 15°/,) und recht schwere 
Reizerscheinungen aufwiesen. Ihr urspriingliches Gewicht erreichten sie erst 





) Diese Z. 188, 161 (1930). 
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wieder nach 3—4 Wochen. — Eine Beobachtung, deren Bestitigung von 
anderer Seite erwiinscht wire, sei mitgeteilt. Nach dem Einatmen gréBerer 
Mengen von SQ, konnte regelmiBig bei folgender Sonnenwirkung (Sonnen- 
bad) ein starker Hautreiz und auffallende Ermiidung konstatiert werden. 


Zusammenfassung. 


1. Hamatin wie Haimochromogen werden im Dunklen durch 
schweflige Siure nicht veraindert, verlieren dagegen bei Belichtung 
ihr Eisen und gehen in himatoporphyrinartige Substanzen iiber, 
die sich von Nenckis Hamatoporphyrin, insbesondere durch ihren 
Schwefelgehalt (etwa 1,5—1,9°/,) und etwas andere Lislichkeit 
unterscheiden. Anscheinend wird bei dieser Belichtung Himato- 
porphyrin Nencki in gleicher Weise verindert, so daf primir die 
Kntstehung von Himatoporphyrin anzunehmen ist. 

2. Blutfarbstoffe verlieren, mit wiBriger schwefliger Saiure be- 
lichtet, in analoger Weise ihr Eisen, gehen aber in Porphyrin- 
proteosen tiber. Es wird darauf hingewiesen, daB solche Proteosen 
mit verschieden fest haftendem und verschieden grofem Hiweif- 
rest (40—60°/, an HKiweibrest) erhalten werden kénnen. 

3. Die Lichtsensibilisierung von weien Miusen durch diese 
Licht-SO,- Produkte ist wenig verschieden gegeniiber Himato- 
porphyrin Nencki. 


16* 
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Experimentelle Studien iiber den Nucleinstoffwechsel. 
XXXII. Mitteilung. 
Uber Adenin-desoxyribosid. 


Von 


Willibald Klein. 


(Aus der Medizinischen Klinik der Universitét Freiburg im Br.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Miirz 1934.) 


Von den vier in der Thymusnucleinsiure priformierten Nu- 
cleosiden konnten bisher drei nach enzymatischer Hydrolyse 
isoliert und in reinem krystallisiertem Zustande erhalten werden: 
Guanin-desoxyribosid, Cytosin-desoxyribosid und Thymosin. Als 
viertes Nucleosid fand man statt des zu erwartenden Adenin-des- 
oxyribosids nur Hypoxanthin-desoxyribosid. Es ist in friiheren 
Arbeiten ') bereits dariiber diskutiert worden, daB ein aus Darm- 
schleimhaut hergestelltes Fermentpriiparat, welches bis jetzt als 
das einzig brauchbare Mittel zur Darstellung von Desoxyribo- 
Nucleosiden zu gelten hat, eine desaminierende Wirkung besitzt. 
Es wird lediglich die am Purinkern in 6-Stellung stehende Amino- 
gruppe abgespalten. 

Fir die Gewinnung des Adenin-desoxyribosids, das in ver- 
schiedener Hinsicht biologischem Interesse begegnet, muBte eine 
Methode gefunden werden, die es gestattet, die Desaminase selektiv 
aus dem Fermentsystem der Darmschleimhaut auszuschalten. Die 
Priifung einer Reihe von Substanzen in ihrer Wirkung auf die 
fermentative Ammoniakabspaltung aus Thymusnucleinsiure fiihrte 
zu der Entdeckung, daB das Silberion in bestimmter Konzentration 
ein spezifischer Hemmungskérper der Desaminase ist. Silbersalze 
heben in einem Bereich von etwa 1- 10~* bis 5+ 10~? Mol pro 
Liter die Ammoniakbildung praktisch vollstindig auf; andererseits 
sind die am Polynucleotidabbau beteiligten Fermente, die Thymo- 
Nucleinase und die Phosphatase in ihrer Aktivitit kaum beein- 
trichtigt. Von den iibrigen untersuchten Substanzen hat neben 
dem Sulfid auch das Arsenat einen stark hemmenden Effekt. 
Arsenation ist nach den Ergebnissen der XXXI. Abhandlung ?) 
ein spezifisches Gift fiir die Phosphatase. Beriicksichtigt man die 
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Ergebnisse der nachstehenden Arbeit, welche zeigen, daB die 
Desaminierung des Adeninkerns vorwiegend auf der Stufe des 
Nucleosids erfolgt, so wird die Annahme wahrscheinlich, daB die 
Verminderung der Ammoniakbildung infolge von Arsenatzusatz 
ein indirekter Effekt ist, der mit Desaminasevergiftung nichts zu 
tun hat. Wenn durch das Arsenat die Phosphorsiureabspaltung 
verhindert wird, dann fehlt das Adenin-desoxyribosid, aus welchem 
die Desaminase Ammoniak in Freiheit setzen kann. Es wird in 
der nachfolgenden Arbeit niher erértert, daB die Desaminierung 
des Adenins auf der Stufe des Nucleotids von un. “geordneter 
Bedeutung ist. 

Ks ist fiir den Ablauf des intermediiren Abbaus der Nucleo- 
side von Wichtigkeit, daB im Darm eine Desaminase vorhanden 
ist, welche selektiv das durch Phosphatasewirkung entstandene 
Adenin-Nucleosid desaminiert, das Guanin-Nucleosid aber intakt 
labt. Auf diese Weise ist verhindert, dab gréfere Mengen eines 
auf verschiedene Organe, besonders auf das GefiBsystem wirken- 
den Adeninkomplexes in den Kreislauf gelangen. 

Die priparative Isolierung des Adenin-desoxyribosids ist eine 
Weiterbildung der Methode der Nucleosiddarstellung, wie sie friiher 
(a.a.Q.) beschrieben wurde. Zur Reindarstellung der Substanz war 
hiufiges Umkrystallisieren notwendig, was aber bei der relativen 
Schwerléslichkeit ohne groBe Verluste geschehen kann. Adenin- 
desoxyribosid kommt aus iibersittigten Liésungen in schénen, 
makroskopischen wasserhellen Krystallen. Es zeigt ganz die Kigen- 
schaften, die man durch Analogieschliisse von ihm voraussagen 
konnte; die leichte Spaltbarkeit durch Siure, die Bildung eines 
schwerléslichen Pikrats, verminderte Krystallisationstendenz gegen- 
iiber dem Hypoxanthinderivat, ferner auch den Krystallwasser- 


-gehalt und die ungefaihre GréBe der optischen Drehung. 


Experimenteller Teil. 


A) Untersuchung tiber die enzymatische Desaminierung der 
Thymusnucleinséure. Ajs Knzymmaterial kamen ausschlieBlich 
Glycerinextrakte aus Darmschleimhaut zur Verwendung. Der 
enzymatisch wirksame Anteil wurde nach der Vorschrift der 
XXVI. Mitteilung*) durch Siurefallung zusammen mit EiweiB 
von léslichen Begleitstoffen abgetrennt. Der Niederschlag wurde, 
wenn keine speziellen Angaben vorliegen, mit verdiinnter Natron- 
lauge auf das gleiche Volumen gelést, in welchem er im Glycerin- 
extrakt vorhanden war und auf Versuchs-p,, eingestellt. 





246 Willibald Klein, 


Versuchsansatz: 5 ccm Substratlésung, enthaltend 400 mg thymus- 
nucleinsaurec Natrium; 5ccm Boratpuffer nach SGdrensen, py =8,8; 
5 cem H,O bzw. 5 cem Lésung eines zugesetzten Stoffes und 5 ccm Enzym- 
lésung. Gesamtvolumen also 20 ccm. Die Spaltungsversuche wurden im 
Thermostaten von 37° durchgefiihrt. Die Enzymwirkung wurde unterbrochen 
durch Zusatz von 20 ccm normaler Schwefelsiiure. Von der filtrierten Lésung 
kamen immer 30 ccm zur Bestimmung. 

Die Desaminasewirkung wurde bestimmt durch Ermittlung des NH,- 
Gehaltes in Anlehnung an das Verfahren von Embden, Carstensen und 
Schumacher‘), Die Ausfiihrung war etwas modifiziert: In einem 1 Liter 
Rundkolben sind 20 cem einer wi8rigen MgO-Suspension, enthaltend 2 g 
Trockensubstanz. Die zu bestimmende Lisung (= 30 ccm des angesiuerten 
Hydrolysats) wird eingeschickt und jetzt 20 Minuten mit Wasserdampf 
bei gewéhnlichem Druck destilliert. Als Vorlage dient n/200-H,SO,. 
Mit Hilfe des Tashiro-Indikators5) wird gegen n/200-KOH zuriicktitriert. 
Bei allen Operationen ist CO,-freies Wasser verwendet. Die Apparatur 
besteht aus Jenenser Glas. 

Zahlreiche Kontrollversuche bewiesen, daB auf diese Weise das freie, 
bzw. das in Salzform vorliegende Ammoniak durchweg quantitativ erfaBt wird. 

Berechnung der Spaltung in Prozent: Da durch die Darm- 
schleimhaut von den vier im Polynucleotidmolekiil vorgebildeten Nucleosiden 
nur eines, nimlich das Adeninnucleosid desaminiert wird, besteht bei 
100°/,iger Enzymwirkung die Beziehung: 

Gesamtphosphor zu abgespaltenem Ammoniak, P: NH, = 4:1. 
Auf 4 mal 31 mg P = 124 mg P berechnen sich demnach 200 cem n/200-NH,. 

Das verwendete Thymusnucleinsiiurepriparat hatte einen Phosphor- 
gehalt von P = 5,115°/,. 5,115 mg P entsprechen 8,25 cem n/200-NH,. Pro 
Bestimmung sind angewendet 300 mg thymusnucleinsaures Natrium. Daraus 
Endspaltung: 24,75 cem n/200-NHg. 


Versuchsergebnisse. 


1. Kontrolle. Ansatz ohne Substrat: Anfangswert: 0,4 ccm 


NH,; nach 6 Stunden: 0,5 ccm; Spaltung —. 
Ansatz ohne Enzym: Anfangswert 2,1 ccm; nach 6 Stunden: 


2,75 ccm; Spaltung 0,65 ccm. 
2. Variation der Enzymkonzentration. Die im normalen 


Ansatz angewendete Enzymmenge sei als E=1 angenommen. 
Dauer der Kinwirkung 6 Stunden. 

















Tabelle 1. 
E Anfangswert Endwert Spaltung ‘ 
cem | lo 
iP 2,3 5.5 3,2 12,9 
1 2 2,4 4.2 4,8 | 18,7 
; — 9,9 7,4 29,1 
. wis 12,9 10,2 40,1 
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Die Desaminasewirkung bleibt in den Glycerinextrakten auf 
sehr lange Zeit erhalten; im normalen Ansatz und bei 6 Stunden 
Hydrolysendauer schwankte die beobachtete Prozentspaltung bei 
den verschiedenen Priparaten zwischen 25 und 50°/,. 

3. Hemmbarkeit der Desaminase. Konzentration der zugesetzten 
Lésung: 1. Na,HPO,: 0,2 m; 2. Na,S: 0,01 m; 3. AsO,Na: 0,04 m; 
4, Na,HAsO,: 0,016 m; 5. AgNO,: 0,04 m. 

Hydrolysendauer 6 Stunden. Die Zusatzlisungen sind an das Ver- 
suchs-py adjustiert. 




















Tabelle 2. 

Nr. Zusatz Spaltung o/ 

ccm | lo 
0 | ae 10,7 | 43,2 — 
1 Arsenit 8,9 36,0 
2 Arsenat 4,4 17,8 
3 Phosphat 8,2 33,1 
4 Sulfid 3,8 15,3 
5 Silbern. 0,25 1 


Uber das Wesen der Arsenat- (und Phosphat-)wirkung wurde 
in der Einleitung abgehandelt. Nach den dort angestellten Uber- 
legungen kann man keine direkten Parallelen aufstellen zwischen 
dem Grad der Ammoniakabspaltung aus Thymusnucleinsiure und 
der spezifischen Wirkung einer Substanz auf die Desaminase. 
Die Arsenatkonzentration in obigem Versuchsansatz ist die gleiche 
Konzentration, welche bei priparativen Hydrolysen zur selektiven 
Vergiftung der Phosphatase eingehalten wird. Fiir die Wirkung 
des Natriumsulfids gelten wahrscheinlich ihnliche Uberlegungen. 
Ks ist durch noch unveréffentlichte Versuche festgestellt worden, 
daB das Natriumsulfid einen stark hemmenden HinfluB auf die 
Nucleophosphatase hat. Silbernitrat zeigt den starksten Effekt. 
Seine Desaminasespezifitiit ist durch die Isolierung des Adenin- 
desoxyribosids bewiesen. Kupfersalze in gleicher Konzentration 
sind wenig wirksam. 

4, Anderung der Silberionenkonzentration. Versuchs- 


dauer 6 Stunden. 
Tabelle 3. 








Nr. [Ag’] der Spaltung — 
Reaktionsmischung cm | "lo 
1 0 7,3 29,5 
2 0,001 5,5 | 22,2 
8 0,005 0,7 | 2,8 
4 0,01 0,5 2,0 
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5. Hemmbarkeit der Nucleophosphatase durch Ag- 
Ion. Nucleophosphatase ist ein abgekiirzter Ausdruck fiir das 
Fermentsystem: Thymonucleinase + Phosphatase. Der Ansatz 
ist der gleiche wie bei den Desaminasebestimmungen; also kein 
Zusatz von Mg-Salzen. Enzymmenge EK = }/, (vgl. unter 2.). 

Versuchsdauer 90 Minuten; MeBmethode wie friiher (a. a. O.). 

a) Ohne Zusatz von Ag-Ion; H,PO,-Abspaitung = 2,06 mg P = 57,7°/,, 

b) [Ag*] der Reaktionsmischung 0,001 m. Spaltung 2,03 mg P = 56,9°/,, 

ce) [Ag’] ,, - 0,005 m. - 1,99 mg P = 55,1°/,, 

ad) [Ag’] ,, ¥. 0,01 m. ‘ 1,70 mg P = 44,0°/,, 
bei eiuer Endspaltung von 3,57 mg P. 

6. Bestimmung der Desaminase- und Phosphatase- 
wirkung im gleichen Versuch unter Anpassung an 
praparative Verwendbarkeit. Ansatz: 0,4 g thymusnuclein- 
saures Natrium und 167 mg Silberacetat werden zusammen auf- 
gelést und auf 5 ccm und p, = 8,8 gebracht. (In den Lésungen 
des Polynucleotids lést sich Silberacetat leicht.) Weiterhin werden 
5 ccm Magnesiumacetz:, 0,2m; 5 ccm Boratpuffer und 5 ccm 
Enzym (K = }/,) zugesetzt. Die Mischung ist 0,005-n in bezug 
auf Ag. Hydrolysendauer 8 Stunden. 

Phosphatasewirkung: 3,25 mg P = 91°/, Spaltung. 

Desaminasewirkung: 0,5 ccm n/200-NH, = 2°/). 

B. Darstellung des Adenin-desoxyribosids. Die priparative Auf- 
arbeitung des Fermenthydrolysats erfolgte zum Teil nach den 
Angaben von Bielschowsky und Klein (a.a. 0.) iiber die Nucleo- 
siddarstellung; Abinderungen werden hervorgehoben. 

100 g thymusnucleinsaures Natrium werden zusammen mit 
4,2 g Silberacetat in 1 Liter Wasser gelést und mit verdiinntem 
Ammoniak auf p, = 8,9 gebracht, dazu kommen 1250 ccm 0,4 m- 
Magnesiumacetat, 1250 ccm Ammoniak—Ammonacetatpuffer, 1-m, 
Py = 8,9 und 1250 ccm Darmschleimhautextrakt, der nach der 
Vorschrift der XXVI. Mitteilung behandelt worden ist. Die 
Mischung wird auf 5 Liter aufgefiillt und etwa 9 Stunden bei 
37° gehalten. Zur Bestimmung der Phosphorsdéureabspaltung 
werden zu Anfang und SchluB der Hydrolyse Proben entnommen. 
Es ergibt sich eine Spaltung von 93°/,. EnteiweiBung und Ent- 
fernung des anorganischen Phosphats erfolgen wie friiher be- 
schrieben. Das Filtrat vom MgNH,PO, wird im Vakuum aut 
etwa 1 Liter eingeengt; es fallt dann wie bei einer gewdhnlichen 
Nucleosidhydrolyse das Guanosin als Gallerte. Aus der Restlésung, 
die infolge des Silberzusatzes stark rotbraun gefarbt ist, fallen 
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beim weiteren Einengen zunichst nur noch kleine Mengen der- 
selben Substanz. Die friiher angewandte Ausfillung von Nucleosid- 
substanzen mit Bleiacetat unter nachfoleendem Zusatz von kon- 
zentriertem Ammoniak wurde nicht mehr beniitzt, weil sie ver- 
schiedene Nachteile zeigt. EKinmal erfaBt sie nur einen Teil der 
Substanzen ohne Bevorzugung eines bestimmten Nucleosids, zweitens 
geht bei der Zersetzung des Bleiniederschlags mit Schwefelwasser- 
stoff immer ein groBer Prozentsatz an Substanz durch Adsorption 
verloren und schlieBlich besteht Gefahr, daB die saure Reaktion 
der PbS-Restlésungen Purinnucleoside zerstért. Daher wurden 
die Mutterlaugen der Guanosingallerten auf ein sehr kleines Vo- 
lumen reduziert und bis zum nichsten Tag in den Hisschrank 
gestellt. Es krystallisierte eine groBe Menge der Acetate aus, die 
abgetrennt und vorsichtig mit verdiinntem Alkohol gewaschen 
wurden. Sie gaben dann nur noch schwache Orcinreaktion und 
wurden verworfen. Die Restlésung wurde nach der friitheren An- 
gabe weitgehend von Ammoniak und Essigsiure befreit und mit 
absolutem Alkohol extrahiert. Die alkoholischen Extrakte wurden 
stark eingeengt und im LHisschrank stehen gelassen. Nach ein- 
monatlangem Stehen war der Boden des GefiBes mit grofen 
durchsichtigen Krystallen bedeckt. Sie wurden abgetrennt und 
aus wenig Wasser umkrystallisiert. Nach etwa 8 tiigigem Stehen 
war die erneute Krystallisation beendet. Eine Probe der Substanz 
gab starke Orcinreaktion; mit wiBriger Pikrinsiure fiel sofort ein 
starker Niederschlag eines krystallisierten Pikrats. Dadurch war 
die Identitaét mit Adenin-desoxyribosid wahrscheinlich gemacht. 
Denn unter den anderen Nucleosiden gibt nur noch das Cytosin- 
desoxyribosid die Pikrinsiiurereaktion mit ihnlicher Leichtigkeit. 


Die vollkommene Reinigung der Substanz wurde erreicht 
durch 8maliges Umkrystallisieren aus heiBem Wasser. Zur Kon- 
trolle dienten jeweils die N-Werte. Bis zum 5. Male (N = 27,24°/,) 
stieg die N-Zahl dauernd an. Von da ab wurde sie wieder kleiner 
und blieb dann um N = 26°/, stehen. Ausbeute etwa 2g der reinen 
Substanz. 


Eigenschaften. Der Wert N = 26,02 stimmt auf Adenin- 
desoxyribosid plus 1 Krystallwasser. Der Wassergehalt laBt sich 
durch Erhitzen einer Probe im Reagenzglas nachweisen. Uber 
P.O, verliert die Substanz bei gewéhnlicher Temperatur kein 
Wasser; bei 80° geht sie in den wasserfreien Zustand iiber und 
ist dann sehr hygroskopisch. 
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Krystallform. Adenin-desoxyribosid krystallisiert meist in 
groBen blockartigen Formen. Diese sind sehr briichig und zer- 
fallen in zahlreiche nicht sehr einheitlich aussehende Bruchstiicke. 
Unter Einhaltung bestimmter VorsichtsmaBregeln erhilt man schéne, 
regelmaBige, lingsgestreift aussehende Prismen”*). 

Schmelzpunkt. Die Substanz sintert stark zwischen 125° 
und 128° Sie schmilzt in ihrem Krystallwasser scharf bei 181° 
zu einer wasserklaren Fliissigkeit. Die Geschwindigkeit des Er- 
hitzens spielt dabei eine Rolle, sie wurde auf etwa 10° Tempe- 
ratursteigerung pro Minute gehalten. Die geschmolzene Substanz 
wird nach Austreiben des Wassers wieder fest. Sie farbt sich 
beim weiteren Erhitzen immer dunkler bis zur Verkohlung. 

Léslichkeit. Die reine Substanz ist nur noch in Wasser 
léslich. Fir Zimmertemperatur (20°) wurde die Léslichkeit be- 
stimmt zu 1,1 g krystallwasserhaltiger Substanz auf 100 ccm H,0. 
In heifem Wasser ist sie leicht léslich. 

Analysen: 

Substanz getrocknet iiber P,O, bei 80°. 

5,155 mg Subst.: 9,050 mg CO,, 2,490 mg H,O. — 4,345 mg Subst.: 
1,034 com N, (23°, 767 mm). 

Adenin-desoxyribosid: C,,H,,0,N, Ber. C 47,71 H 5,18 N 27,88 
Gef. ,, 47,87 ,, 5,40 ,, 27,79. 

Spezifische Drehung: Eine 1°/,ige wiBrige Losung zeigte bei 

21° im 4 dm-Rohr eine Drehung von — 1,04°. 


— 1,04° 


11 = —. — 26°, 
lal = 47001 


Zum Nachweis neben anderen Nucleosiden eignet sich das 
Pikrat. Auf seine Reindarstellung wurde verzichtet, weil infolge 
der sauren Reaktion das Adenin-desoxyribosid bein Umkrystal- 
lisieren zum Teil aufgespalten wird. 

Saurespaltung. Zum Beweis fiir die Zusammenstzung des 
Adenin-desoxyribosids wurde die Substanz in Adenin und Desoxy- 
ribose zerlegt. Die Spaltprodukte wurden getrennt und eiuzeln 
bestimmt. 

0,5 g Substanz wurden in 25 ccm n/100-HCl 5 Minuten auf 
90° gehalten und dann abgekiihlt. Die Mischung wurde mit wib- 
riger Pikrinsiiure versetzt, solange noch durch neuen Zusatz ein 





*) Von Thannhauser und Angermann®) war die Isolierung einer 
geringen Menge einer Substanz beschrieben worden, die dem N-Wert nach 
auf Adenin-desoxyribosid schlieBen lassen konnte. Die damals angegebenen 
physikalischen Daten (Schmelzpunkt und Krystallform) sind durch die hier 
mitgeteilten zu ersetzen. 
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Niederschlag ausfiel. Das Filtrat des Adeninpikrats wurde durch 
Ausathern von Pikrinsiiure befreit. Es gab starke Orcinreaktion, 
ferner die Reaktion mit fuchsin-schwefliger Siure; mit Fehlings 
Lisung entstand Kupferoxydul. Die Probe auf Stickstoff blieb 
negativ. Nach sehr langem Stehen ging die Thyminose in Krystall- 
form iiber. 

Die leichte Siurespaltbarkeit beweist die Gegenwart von 
Purin-desoxyribosid. Notwendig blieb noch die eindeutige Unter- 
scheidung des Adenins gegeniiber Guanin. Das erhaltene Pikrat 
wurde 4mal aus heiBem Wasser umkrystallisiert und analysiert. 

3,110 mg Subst.: 4,140 mg CO,, 0,54 mg H,0. : 

Adeninpikrat: C,,H,O;,N, Ber. C 36,25 H 2,21 
Gef. ,, 36,30 » 1,94. 

Zum Vergleich dargestelltes Guaninpikrat: 

3,210 mg Subst.: 4,08 mg CO,, 0,46 mg H,0. 

C,,H,0,N, Ber. C 34,75 H 2,12 Gef. C 34,66 H 1,60. 
(Die N-Werte fielen fiir beide Substanzen zu niedrig aus.) 


Beide Pikrate unterscheiden sich auch im Aussehen sehr 
deutlich. Das goldgelbe Guaninpikrat krystallisiert in Prismen, 
das blaBgelbe Adeninpikrat in langen, feinen Nadeln. Es zeigte 
den richtigen Schmelzpunkt von 280—281°. 

Aus der Hydrolysenrestlésung des Adenin-desoxyribosids liBt 
sich noch Thymosin und Cytosin-desoxyribosid gewinnen. Hypo- 
xanthin-desoxyribosid, das gewéhnlich leicht zu. finden ist, wurde 
auch nicht in Spuren erhalten. 


Der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft, 
ebenso wie der Rockefeller Foundation danke ich ergebenst 
fiir die zur Verfiigung gestellten Mittel. 
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XXXIV. Mitteilung. 


Ribodesose-Adenylsaure aus Thymusnucleinsdure. 


Von 


W. Klein und 8S. J. Thannhauser. 





(Aus der Medizinischen Klinik der Universitaét Freiburg i. Br.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Marz 1934.) 


Die hydrolytische Einwirkung von Darmschleimhautextrakten 
auf Thymusnucleinsiure laBt sich durch Zusatz geeigneter Mengen 
Arsenat so leiten, daB die Aufspaltung nur bis zur Stufe der 
Mononucleotide geht. In der XXXI. Mitteilung dieser Reihe’) 
ist die Verarbeitung eines solchen Hydrolysats niher beschrieben. 
Das Gemisch der Nucleotide wurde nach Reinigung iiber die 
Bleisalze in konzentriert waBriger Liésung in absoluten Alkohol 
eingegossen. Dadurch entstand eine alkohollésliche und eine 
alkoholunlésliche Fraktion. Die letztere Fraktion bildete den 
Gegenstand der XXXII. Abhandlung?). Sie wurde in ein Ge- 
misch krystallisierter Brucinsalze iibergefiihrt. Aus dem schwer- 
léslichen Anteil konnte schlieBlich die freie, krystallisierte Ribo- 
desose-Guanylsiure isoliert werden. In der vorliegenden Arbeit 
werden die ersten Ergebnisse mitgeteilt, die bei der Aufarbeitung 
der alkoholléslichen Fraktion erhalten worden sind. 


Die geliésten Stoffe wurden durch Abdampfen des Lisungs- 
mittels zunaichst in feste Form iibergefiihrt. Diese Substanz ent- 
halt nach dem jetzigen Stand unserer Kenntnisse die Hauptmenge 
der drei restlichen Nucleotide, wibrend die unverinderte Thymus- 
nucleinsiure in der Niederschlagsfraktion gefunden wird. Das 
Trockengewicht der Rohnucleotide betragt durchschnittlich gegen 
15°/, des Gewichts an Ausgangsmaterial. Daraus darf man unter 
Beriicksichtigung des erhéhten Phosphorgehaltes und der Ad- 
sorption durch Bleisulfid den Grad der stattgefundenen Hydro- 
lyse abschatzen; er diirfte etwa 50—60°/, betragen. 
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Die alkoholléslichen Nucleotide wurden ebenso wie die Ribo- 
desose-Guanylsiurefraktion in Brucinsalze iibergefiihrt und diese 
der fraktionierten Krystallisation unterworfen. Als schwerst- 
léslichen Anteil erhielten wir ein einheitliches Krystallisat, das 
aus Wasser in riesigen Drusen herauskommt. Auf Grund der 
N- und P-Analysen sahen wir diese Substanz zuniichst als Ver- 
bindung der Ribodesose-Inosinsiure an. Ihre chemische Auf- 
klirung und Reindarstellung gelang erst durch Umwandlung in 
das sekundire Calciumsalz, 

Der neue Kérper krystallisierte nach mehrmaligem Umfallen 
aus Wasser in priachtigen, groBen Platten. Die Krystalle sind 
rein weiB und besitzen einen starken Glanz. Die Stickstoff- 
analyse ergab iiberraschenderweise viel hiéhere Werte, als der 
Ribodesose-Inosinsiiure zukommt. Fiir die Aufklirung leistete 
die enzymatische Dephosphorylierung, die sich schon bei der 
Konstitutionsermittlung der Ribodesose-Guanylsiure bewihrt hatte, 
vortreffliche Dienste. Der abgespaltene Phosphor wurde als 
MgNH,PO, entfernt und die Restlésung von Salzen und Begleit- 
stoffen befreit. Aus dem Endfiltrat krystallisierte nach lingerem 
Stehen eine phosphorfreie Substanz. Sie wurde durch mehrmaliges 
Umkrystallisieren aus Wasser in analysenreinen Zustand iiber- 
geftihbrt. Auf Grund der Elementaranalysen, des Schmelzpunktes 
und der Reaktionen wurde sie identifiziert mit Adenin-desoxy- 
ribosid. Das neu isolierte Nucleotid ist also Ribodesose-Adenyl- 
saure. 

Damit ist auch das zweite Purinnucleotid der tierischen Kern- 
substanz aufgefunden und in Form des Calciumsalzes krystallisiert 
erhalten worden. Es sind 16 Jahre her, dab Thannhauser als 
erstes bekanntes Purinnucleotid die Adenylsiiure aus Hefenuclein- 
siure isoliert und krystallisiert dargestellt hat*). Die Hefeadenyl- 
siure wurde zu gleicher Zeit in Amerika bekannt; ihre Entdeckung 
und Aufklirung ist beiderseits in vélliger Unabhingigkeit gemacht 
worden. Von den amerikanischen Autoren hatte Jones*) als 
erster die Substanz krystallisiert in Hiinden; Levene‘) erkannte 
sie zuerst in ihrer chemischen Zusammensetzung. Ribodesose- 
Adenylsiure unterscheidet sich von der Hefeadenylsiure und der 
von Embden und Zimmermann’) aufgefundenen Muskeladenyl- 
siure wesentlich durch das Kohlehydrat. Da die Stellung der 
Phosphorsiiture an der Desoxypentose nicht bekannt ist, lassen 
sich noch keine Aussagen dariiber machen, welchem Typus der 
Ribose-Adenylsiuren die Ribodesose-Adenylsiure am niichsten 
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steht. Charakteristisch fiir die letztere ist die auBerordentliche 
Zersetzlichkeit in saurem Milieu. Die Isolierung der freien Saure 
wurde daher nicht versucht. Sie bleibt praktisch bedeutungslos, 
weil das sekundare Calciumsalz rein und einheitlich krystallisiert 
und weil es mit Leichtigkeit in andere Salze iibergefiihrt 
werden kann. 

Die Einwirkung der Phosphatase der Darmschleimhaut auf 
Ribodesose-Adenylsaure ist in doppelter Beziehung von Bedeutung. 
Ihre Verwendung im Dienste der Konstitutionsaufklirung ist weiter 
oben beschrieben worden. Auberdem aber vermittelt sie uns 
neue Erkenntnisse iiber das Wesen der am Thymusnucleinsiure- 
abbau beteiligten Fermente. Die Geschwindigkeit der Phosphor- 
saureabspaltung ist schon bei geringen Enzymkonzentrationen 
auBerordentlich groB. Man beobachtet bei Gegenwart von Magne- 
siumsalzen schon nach den ersten Minuten eine starke Aus- 
scheidung von MgNH,PO,. Nach einer '/, Stunde ist die Reaktion 
zum gréBeren Teil abgelaufen. In einem ersten Versuch mit 
kurzer Reaktionsdauer wurde als Spaltprodukt nur Adenin-desoxy- 
ribosid gewonnen. Ein zweiter Versuch mit laingerer Reaktions- 
zeit gestattete, neben Adenin-desoxyribosid auch Hypoxanthin- 
desoxyribosid zu isolierern. Aus diesen Ergebnissen folgt, daB die 
Desaminierung des Adeninkerns zum grofen Teil, wenn nicht ganz 
auf der Stufe des Nucleosids erfolgt. Die Desaminierung des 
Nucleosids geht langsamer vor sich, als die Dephosphorylierung 
des Nucleotids. In dem Versuch mit kurzer Hydrolysendauer war 
daher noch nicht so viel Hypoxanthin-desoxyribosid gebildet, dab 
es praparativ isoliert werden konnte. Wire in dem Ferment- 
priparat eine hochaktive Ribodesose-Adenylsiuredesaminase vor- 
handen, so miiBte auch in diesem Versuch Hypoxanthin-desoxy- 
ribosid faBbbar sein. Gegen eine stairkere Desaminierung des 
Nucleotids spricht auch die Tatsache, daB unter den Reaktions- 
produkten der Thymonucleinase die Ribodesose-Adenylsiiure in 
relativ groBer Menge erhalten werden konnte. Ob letztere von 
dem Praparat aus Darmschleimhaut iiberhaupt desaminiert wird, 
kann man nach beendeter Aufarbeitung der eingangs erwihnten 
Niederschlagsfraktion und der gesamten Alkoholfraktion mit ziem- 
licher Sicherheit entscheiden. Im positiven Falle muB es gelingen, 
die Ribodesose-Inosinsiure zu isolieren. 

Der physiologische Abbau der Thymusnucleinsiure im Darm- 
traktus vollzieht sich in mehreren zeitlich aufeinanderfolgenden 
Teilreaktionen. Die erste Stufe, die Depolymerisierung durch 
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Thymo-Nucleinase ist der langsamste Vorgang und bestimmt daher 
die Geschwindigkeit. Die Reaktionsprodukte der Thymo-Nucleinase, 
die Nucleotide, sind die eigentlichen Substrate der Darmphos- 
phatase. Die hohe Geschwindigkeit ihres Zerfalls, die bis jetzt 
an den Purinnucleotiden experimentell sichergestellt ist, schlieBt 
in sich die Folgerung, da8 diese jeweils nur in geringer Konzen- 
tration vorhanden sein kénnen. Daher erscheint die Anwesenheit 
einer Ribodesose-Adenylsiuredesaminase von untergeordneter Be- 
deutung. Eine Nucleosidase fehlt im Darmtraktus. Die ent- 
standenen Nucleoside kénnen als solche resorbiert werden. Nur 
das Adenin-desoxyribosid wird vorher desaminiert. Dadurch ist 
vermieden, daB gréBere Mengen des Adenin-desoxyribosids, von 
dem eine starke Wirkung auf das GefiifSsystem zu erwarten ist, 
in die Blutbahn gelangen. 

Thannhauser und Angermann’) konnten aus Hydroly- 
saten der Thymusnucleinsiure mit Leberextrakten neben anderen 
Purinbasen Hypoxanthin isolieren. Daraus folgt, daB auch die 
Leber die Fahigkeit besitzt, adeninhaltige Spaltprodukte der 
‘hymusnucleinsiure zu desaminieren. Die Leberdesaminase scheint 
nicht so stark zu wirken wie die Desaminase der Darmschleim- 
haut, denn au8er Hypoxanthin wurde auch freies Adenin gefunden. 

Die Ribodesose-Adenylsiure ist priformiert im Polynucleotid- 
molekiil der tierischen Kernsubstanz. Wir unterscheiden sie durch 
dieses Vorkommen von den beiden Ribose-Adenylsiuren. Wihrend 
sich die Muskeladenylsiure im Sarkoplasma vorfindet, ist die Hefe- 
adenylséiure charakterisiert als essentieller Bestandteil der pflanz- 
lichen Kernsubstanz. Im Pankreas wurde sie von mehreren 
Forschern als Teil eines Polynucleotidkomplexes aufgefunden. Es 
bedarf der naéheren Untersuchung, welchen Gewebeanteilen diese 
Ribose-Nucleinsiuren angehéren. Die Vorstellung von Lindner®), 
daB sie aus der Kernsubstanz stammen, findet keine experimen- 
telle Stiitze. Nach den Untersuchungen von E. Hammarsten, 
G. Hammarsten und H.Olivekrona’) sind sie im sekretorischen 
Epithel der Driise lokalisiert. 


Die Untersuchung der physiologischen Eigenschaften der Ribo- 
desose-Adenylsiure wird in Angriff genommen. 


Experimenteller Teil. 


Die nach der Vorschrift der XXXI. Mitteilung (a. a. 0.) 
erhaltene waiBrige Liésung der Rohnucleotide wird auf etwa 
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100 ccm eingeengt und dann in absoluten Alkohol eingegossen. 
Die alkoholische Lésung wird vom ausfallenden Niederschlag ab- 
getrennt und wie folgt weiterbehandelt. 

Zur Bestimmung der Menge der gelésten Substanz wird der 
Alkohol zum gré8ten Teil im Vakuum verdampft. Dabei erreicht 
die Lésung allmihlich einen betriichtiichen Wassergehalt und 
reagiert dann sauer gegen Lackmus, obwohl sie vorher mit NH, 
neutralisiert worden war. Die saure Reaktion wird durch wieder- 
holte Zugabe von absolutem Alkohol vermieden. Dadurch fillt 
gleichzeitig der gréBte Teil der Substanz aus. Der Rest kommt 
schlieBlich im Exsiccator zur Trockene. Ausbeute: 10—15 ¢ 
Rohnucleotid aus 100 g thymusnucleinsaurem Natrium. 

Die Brucinsalze der Alkoholfraktion. 10g Trockensubstanz 
werden in 100 ccm H,O gelést und in der Wirme versetzt mit 
30 g Brucin, gelést in 120 com Alkohol. Beim Abkiihlen bleibt 
die Lésung klar. Sie wird eingedampft unter vermindertem 
Druck; die ausfallenden Salze werden im Exsiccator scharf ge- 
trocknet und dann mit Chloroform von unveriindertem Brucin 
befreit. Das zuriickbleibende gelblich-wei8e Pulver wird fraktio- 
niert krystallisiert. Bei den ersten Operationen verwendeten wir 
als Lésungsmittel noch verdiinnten Alkohol. Es stellte sich aber 
bald heraus, daB die Krystallisation aus Wasser gut méglich ist. 
Dadurch gelingt es, schéne und einigermaBen einheitliche Kry- 
stallisate zu erzielen. Beim Umkrystallisieren wird eine Héchst- 
temperatur von 60° eingehalten. Die Kontrolle des Stickstofi- 
gehaltes der einzelnen Fraktionen, welche bei der Isolierung des 
Brucinsalzes der Ribodesose-Guanylsiure ein wertvolles Hilfsmittel 
war, bewahrte sich hier nicht in demselben MaBe. Eine Konstanz 
der N-Werte la8t sich nicht erreichen. Salze verschiedener Lis- 
lichkeit zeigen im N-Gehalt hiufig gar keine Differenzen. Die 
Abtrennung der einzelnen Fraktionen wurde etwas gefiihlsmibig 
nach Aussehen und Lislichkeitsunterschieden vorgenommen. 

Das Brucinsalz der Ribodesose-Adenylsaure. Nach etwa 5maligem 
Umkrystallisieren erhielten wir als schwerstlésliche Fraktion ein 
Salz, dessen N- und P-Analysen scheinbar auf das Brucinsalz 
einer Ribodesose-Inosinséure stimmten. Es _ krystallisierte in 
makroskopischen derben Prismen, die in grofen, oft den Durch- 
messer von mehreren Zentimetern besitzenden Drusen zusammen- 
gelagert waren. Weiter unten wird nachgewiesen, daB es iden- 
tisch ist mit Ribodesose-Adenylsiiurebrucinsalz. Ausbeute etwa 
8 g aus 100 g thymusnucleinsaurem Natrium. 
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Kjeldahl: 10,84 mg Subst. verbr. 5,35 cem HCl = 1,07 mg N. 
P-Bestimmung nach Lieb: 18,52 mg Substanz enthalten 0,513 mg P. 
Brucinsalz der 

a) Ribodesose-Adenylsiiure: C,,H,,O,N;P(C,,H,,N,0,).-2H,O 


Ber. N 11,25 P 276. 

b) Ribodesose-Inosinsiiure: C,)H,,0,N,P(C,,H,,N,0,),°2H,O 
Ber. N 10,00 P 2,76 
Gf. , 087 a TT 


Das sekundare Calciumsalz der Ribodesose-Adenylsiure. Die 
Umwandlung des beschriebenen Brucinsalzes in Bariumsalz, die 
im Falle der Ribodesose-Guanylsiure zu einem krystallisierten 
Kérper gefihrt hatte, lieferte nur mikrokrystalline Produkte mit 
wenig konstanten Eigenschaften. Erst der Ersatz des Ba durch 
Ca brachte den gewiinschten Erfolg. 

8g des oben beschriebenen, analysierten Brucinsalzes werden pulverisiert, 
in H,O suspendiert und 2°/,ig ammoniakalisch gemacht. Die Weiterbehand- 
lung geschieht nach der in der XXXII. Mitteilung fiir die Darstellung 
des Bariumsalzes gegebenen Vorschrift, nur mit dem Unterschied, daB statt 
Barytlésung Kalkwasser verwendet wird. Beim Einengen der wifrigen 
Lisung fillt das Ca-Salz als mikrokrystalliner Niederschlag. Die Alkohol- 
behandlung zur Entfernung von Brucinsalzresten ebenso wie die Methode 
des Umkrystallisierens entsprechen der friiher angewandten. Schon nach 
dem zweiten Male war der Niederschlag, der aus der eingeengten wibrigen 
Liésung beim Stehen im Eisschrank herauskam, ein glinzend weiBes Kry- 
stallisat. Das Ca-Salz wurde so lange aus Wasser umkrystallisiert, als 
beim Auflésen noch eine grau gefiirbte, schwerer lésliche Beimengung ab- 
getrennt werden konnte. Das war etwa bis zum sechsten Male der Fall. 
Ausbeute etwa 1,5 g aus 100 g thymusnucleinsaurem Natrium. 

EKigenschaften: Das sekundiire Ca-Salz der Ribodesose- 
Adenylsiure krystallisiert aus reinen Lésungen leicht aus. Es 
zeigt keine groBe Neigung zur Bildung iibersittigter Lésungen. 
Die Krystalle haben teilweise makroskopische Dimensionen und 
besitzen ein ausgeprigtes Reflexionsvermégen fiir auffallendes 
Licht. Unter dem Mikroskop sieht man diinne, nicht ganz recht- 
winklige Platten, die im einzelnen recht verschieden grof sind.*) 


In einem Falle krystallisierte das Ca-Salz in langen, feinen 
Nadeln, die ganz regelmifSig in Garben zusammengelagert waren. 
Nach dem Umkrystallisieren kamen wieder Platten zum Vorschein. 
Es handelte sich wahrscheinlich um eine Modifikation des Krystall- 
wassergehaltes. 


*) Die Abbildung der Substanz soll nach vélliger Aufarbeitung der 
restlichen Fraktionen zusammen mit den iibrigen neuen Nucleotiden auf 
einer Tafel verdéffentlicht werden. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COX XIV. 17 
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Schmelzpunkt. Uber 150° beginnt die Substanz leicht 
braun zu werden; bei etwa 200° sintert sie stirker zusammen. 
Sie wird mit steigender Temperatur immer dunkier braun und 
verkohlt schlieBlich, ohne vorher zu schmelzen. 

Das Ca-Saiz enthalt 1 Mol. Krystallwasser. Die Krystall- 
wasserverbindung ist tiber P,O, bei Zimmertemperatur absolut 
bestindig; bei Tetaperaturen von 60 oder von 80° wird sie nur 
unvollstindig entwissert. 

Substanz getrocknet bei Zimmertemperatur. 

4,983 mg Subst.: 5,550 mg CO,, 1,770 mg H,O. — 4,835 mg Subst.: 
0,751 ccm N, (23°, 749 mm, Dumas). — 5,754 mg Subst.: 1,02 mg N (Kjel- 
dahl). — 5,03 mg Subst.: 0,397 mg P (Lieb). 

Sekundares Ca-Salz der Ribodesose-Adenylsaure + 1 H,0: 

C,,.H,,N,0,PCa Ber. C 31,01 H3,62 N1801 P 8,01 

Gef. ,, 30,38 9» 3,97 », 17,66 
he ees 
Die Substanz ist sehr schwer verbrennlich; daraus erkliirt sich auch 


der zu niedere C-Wert. 
Léslichkeit des Ca-Salzes (bezogen auf die krystallwasserhaltige Sub- 


stanz). 
Bei 20°: 0,47 g Subst. in 100 cem H,O. 


» Soe , » 00cm ,°- 
Optische Drehung: Im 4 dm-Rohr zeigte die Substanz bei 19° eine 
Drehung von —0,35° Die Konzentration der Liésung war 0,23 °/, be- 
rechnet auf die krystallwasserhaltige Substanz. 


—0,35° 
tele” = “70,0028 

Enzymatische Hydrolyse des ribodesose-adenylsauren Calciums 
und Isolierung der Spaltprodukte. Vor Beginn des eigentlichen 
Versuchs wurde die Bestiindigkeit des Ca-Salzes gegen Alkali 
geprift. Es ergab sich bei p, = 10 und 37° iiber 10 Stunden 
keine H,PO,-Abspaltung. 

0,5 g reines Ca-Salz werden in 150 com H,O gelést. Dazu 
kommen 50 com Ammoniak—Ammonacetatpuffer, 1-m, p,, = 8,9; 
ferner 3 ccm Magnesiumacetat, 1-m, und 10 ccm einer gereinigten 
Enzymlésung, gewonnex aus 10 ccm Darmschleimhautextrakt. Die 
Mischung bleibt 5 Stunden bei 37° stehen. Die H,PO,-Abspaltung 
kann man durch das Ausfallen von MgNH,PO, beobachten. Sie 
erfolgt zum gréBten Teil in der ersten Viertelstunde. Nach Be- 
endigung des Versuches wird die Reaktionsmischung mit Hisessig 
auf p, = 4,7 gebracht, von ausgefallenem EiweiB abgetrennt 
und wieder ammoniakalisch gemacht. Zur vollstindigen Aus- 


= — 38° 
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fallung des anorganischen Phosphats wird noch 1 ccm der 1-molaren 
Magnesiumacetatlésung zugesetzt. Eine Probe aus dem Filtrat 
vom MgNH,PO,-Niederschlag auf organisch gebundenen Phosphor 
fallt absolut negativ aus. Die H,PO,-Abspaltung ist vollstindig. 
Aus dem Filtrat werden die Ammonsalze nach den Angaben der 
XXVIII. Mitteilung®) entfernt. Zum schlieBlich erhaltenen End- 
filtrat wird Alkohol zugesetzt. Ein geringer Niederschlag wird 
abfiltriert. Die eingeengte alkoholische Liésung ist fast wasser- 
klar mit einem Stich ins Gelbe. Nach einigem Stehen in der 
Kalte ist ein krystallisierter Niederschlag ausgefallen. Die Kry- 
stalle erweisen sich unter dem Mikroskop als gebogene Nadeln. 
Es handelt sich demnach um Hypoxanthin-desoxyribosid. Durch 
weiteres Kinengen erhailt man noch eine zweite Portion dieser 
Substanz A. Sie wird aus Wasser 2mal umkrystallisiert und 
analysiert. 

Das Filtrat des Hypoxanthin-desoxyribosids gibt noch starke 
Orcinreaktion; mit Pikrinsiure entstehi sofort ein Niederschlag. 
Es wird auf ein minimales Volumen reduziert und in der Kalte 
stehengelassen. Nach etlichen Wochen ist eine Substanz B aus- 
krystallisiert, die vorsichtig von umgebenden Verunreinigungen 
abgetrennt und dann aus wenig Wasser umkrystallisiert wird. Die 
Krystallisation wird noch 2 mal wiederholt. Es resultieren schéne, 
wasserhelle makroskopische Krystalle. Eine Probe dieser Sub- 
stanz B sintert im Capillarrohr bei etwa 127° stark zusaramen 
und schmilzt scharf bei 181° zu einer wasserhellen Fiissigkeit. 
Dadurch ist sie identifiziert mit Adenin-desoxyribosid. 


Substanzen iiber P,O, bei Zimmertemperatur getrocknet. 

Substanz A (Hypoxanthin-desoxyribosid). 

4,305 mg Subst.: 7,510 mg CO,, 1,900 mg H,O. — 4,126 mg Subst.: 
0,788 cem N, (22°, 768 mm). 

C,.H,,.N,0, Ber. C 47,59 H4,80 N 22,22 
Gef. ,, 1,56 9 4,94 5, 22,33. 

Substanz B (Adenin-desoxyribosid 1 H,0). 

4,874 mg Subst.: 7,950 mg CO,, 2,430 mg H,O. — 2,452 mg Subst.: 
0,563 cem N, (23°, 742 mm). 

C,,H,,;0,N,-H,O Ber. C 44,61 H 5,57 N 26,02 
Gef. ,, 44,48 7 9,08 yy) 20,85. 

Der gleiche Versuch wurde ein zweites Mal angesetzt. Dabei 
wurde die Reaktionsdauer auf 1 Stunde beschrainkt. Bei der 
Aufarbeitung des Hydrolysats konnte nur Adenin-desoxyribosid 
isoliert werden. 

17* 
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Zur Kenntnis des intermedidren Stoffwechsels des Histidins. 
IV. Mitteilung.') 


Von 


S. Edlbacher und M. Neber. 





(Aus der Physiologisch-chemischen Anstalt der Universitat Basel.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Marz 1934.) 


Wie in den ersten 3 Mitteilungen iiber dieses Thema aus- 
gefiihrt wurde, findet sich in der Leber ein Enzym, welches auf 
hydrolytischem Wege das Histidin unter Ammoniakbildung zer- 
legt. Wie besonders in der III. Mitteilung hervorgehoben wurde, 
ist dabei mit gré8ter Wahrscheinlichkeit anzunehmen, daB der 
Angriffspunkt des Enzyms der Imidazolring ist, und daB dabei 
unter Infreiheitsetzung von einem Stickstoffatom als Ammoniak 
es zu einer Offnung des Ringes kommt. Es entstehen dabei anderer- 
seits ein oder mehrere labile Zwischenprodukte, welche dadurch 
gekennzeichnet sind, bei stiirkerer alkalischer Reaktion, wie z. B. 
bei Zusatz von Natronlauge, ein zweites Stickstoffatom als Am- 
moniak abzuspalten. Parallel mit dieser Bildung eines zweiten 
Molekiils Ammoniak ist die Bildung von Ameisensiure fest- 
zustellen. Endlich gelingt es, wie wir durch wiederholte Versuche 
eindeutig feststellen konnten, durch Behandlung des enzymatischen 
Spaltungsgemisches mit Salzséure groBe Mengen von optisch 
aktiver Glutaminséure zu isolieren. Wir haben in der II. Mit- 
teilung diesen Zersetzungsvorgang, der vom Histidin zur Glut- 
aminsaiure fiihrt, in ein provisorisches Schema zu kleiden ver- 
sucht), Die in der Folge mitgeteilten Untersuchungen wurden 
angestellt, um den genaueren Mechanismus dieses eigentiimlichen 
Zersetzungsvorganges zu kliren. Es ist sicher, daB eines der 
3 Stickstoffatome auf dem Wege einer hydrolytischen Desami- 
nierung, also enzymatisch in Freiheit gesetzt wird. Wir ver- 
suchten zunichst, das dabei entstandene labile Spaltungsprodukt 





1) I, Mitt., Diese Z. 157, 106 (1926); II. Mitt., Diese Z. 191, 225 (1980); 
Ill. Mitt., Diese Z. 195, 267 (1931). 

) A.a. 0., 8.239. Vgl. auch: Abderhalden u. Buadze, Diese Z. 
200, 87 (1981). 
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zu isolieren. Seine Reindarstellung gelang nicht. Wir erhielten 
wohl krystallisierende Produkte, die sich aber immer als Mi- 
schungen verschiedener Substanzen erwiesen. Dies ist daraus 
zu erkliren, daB diese iuBerst hygroskopische Substanz auch bei 
Umkrystallisationsversuchen unter mildesten Bedingungen immer 
schon teilweise Ammoniak abspaltet, und man daher immer 
Mischungen erhalt, die mehr oder weniger Glutaminsiure bei- 
gemengt enthalten. Wir wollen hier nur erwaihnen, da8 wir zahl- 
lose Versuche in dieser Richtung unternahmen, indem wir z. B. 
versuchten durch Hydrierung, Darstellung von Substitutions- 
produkten usw. zu definierten Kiérpern zu gelangen. Da sie alle 
negativ verliefen, verzichten wir auf ihre weitere Beschreibung. 

Da, wie auch schon in den friiheren Mitteilungen erwihnt 
wurde, bei der enzymatischen Spaltung der nach van Slyke be- 
stimmbare Aminostickstoff fast zum Werte 0 herabsinkt, lag die 
Méglichkeit vor, daB eine hydrolytische a-Desaminierung durch 
das Enzym bewirkt wiirde, und aus der entstandenen Imidazol- 
milchsdiure ebenfalls leicht ein labiles Zwischenprodukt gebildet 
wirde, welches mit Natronlauge unter Aufspaltung des Imidazol- 
ringes reagieren kénnte. Wir haben schon in den friheren Mit- 
teilungen darauf hingewiesen, dai eine derartige Deutung héchst 
unwahrscheinlich ist, denn die endgiiltige Bildung der Glutamin- 
siure auf diesem Weg ist 1. nur durch eine sehr komplizierte 
Umlagerungsreaktion zu erkliren, 2. kann man beobachten, dab 
parallel mit der enzymatischen Bildung des Ammoniaks die Diazo- 
reaktion verschwindet und 3. wird endlich Imidazolmilchsiure in 
dieser Weise nicht zerlegt. Da nun 4. auch die Imidazolacryl- 
siure auf diese Weise nicht in Glutaminsiure iiberfiihrbar ist, 
muB man wohl annehmen, da’ das Verschwinden der nach dem 
van Slyke-Verfahren nachweisbaren Aminugruppe durch eine 
labile, intermediaér entstandene lactimring-aéhnliche Bindung zu 
erkliren ist. Dies ist um so wahrscheinlicher, da bei nachtrig- 
licher Behandlung mit Natronlauge, wobei das zweite Stickstoff- 
atom entfernt wird, das nun im Molekiilverband verbliebene dritte 
Stickstoffatom als freie Aminogruppe nach van Slyke wieder 
bestimmbar wird. Da endlich die entstehende Glutaminsiure in 
ihren optischen Higenschaften mit der aus EiweiB gewonnenen 
identisch ist, ist eine Reaktion am a-C-Atom von vornherein 
hichst unwahrscheinlich. 

Wir haben nun durch oxydativen Abbau der entstandenen 
Reaktionsprodukte mit Wasserstoffsuperoxyd einerseits und anderer- 
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seits durch die enzymatische oxydative Desaminierung mit iiber- 
lebenden Nierenschnitten nach Krebs!) in eindeutiger Weise den 
Beweis fihren kénnen, daf die Histidasewirkung in einer hydro- 
; lytischen Offnung des Imidazolringes besteht. In dem unten an- 
: gegebenen Formelschema sind alle hier ausgefiihrten Reaktionen 
. enthalten. Nimmt man an, daf das Histidin (I) unter dem EinfluB 
der Histidase zerfillt, so ist die einfachste Erklirung die, dab 
unter Kintritt von 2 Molekiilen Wasser und Austritt von 1 Mo- 

















, lekil Ammoniak zuerst eine Verbindung (iI) entsteht, die durch 
- I II Illa IIIb IV 
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Glutaminsiiure aus Eiweif. 


f Umlagerung in die Enol- oder Ketoform (IIJa und IIIb) des 
te w-Formylglutamins iibergeht. In diesem Stadium der Reaktion muB 
er dann angenommen werden, daB die a-Aminogruppe entweder mit 
in & dem auftretenden Hydroxyl der Enolform oder mit der Formyl- 
en gruppe in Ringbindung tritt (nicht im Schema eingezeichnet). 
iD Wird nun das entstandene Formylglutamin mit Natronlauge be- 

handelt, so spaltet es Ammoniak und Ameisensiure ab, und es 








1) Diese Z. 217, 191 (19383). 
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entsteht daraus die optisch aktive Glutaminsiure (IV). DaB tat- 
sichlich aus der Formylgruppe mit Alkali Ameisenséure entstehen 
kann, konnte Lock?) fir aromatisch gebundenes Formyl zeigen. 
Ferner konnten wir an Methylolformamid*?) CH,OH-NH-CHO 
zeigen, daB beim Behandeln mit Alkali mit dem gleichzeitig auf- 
tretenden Ammoniak Ameisensiure abgespalten wird. 

Die Identifizierung der dabei entstandenen Glutaminsaure 
wurde in wiederholten Versuchen durch optische Drehung, Analyse, 
Schmelzpunkt usw. durchgefiihrt. Wir haben hier aber noch ein 
neues biologisches Identifikationsverfahren angeschlossen. Fiihrt 
man mit der entstandenen Glutaminsiure die oxydative Des- 
aminierung nach Krebs mit iiberlebenden Nierenschnitten durch, 
so erhalt man die a@-Ketoglutarsiure (V), die in Form ihres 
Dinitrophenylhydrazons isoliert werden konnte. Dieses Hydrazon 
erwies sich identisch mit dem Hydrazon, das durch oxydative 
Desaminierung von Glutaminsiure gewonnen wurde, die aus EKiweiB 
hergestellt worden war. Lai8t man auf die enzymatische Spal- 
tungsmischung, die also wahrscheinlich w-Formylglutamin (III) 
mit ringartig gebundenem Aminostickstoff enthalt, Wasserstoff- 
superoxyd einwirken, so gelingt es, aus dem Reaktionsgemisch 
sowohl das 2,4-Dinitrophenylhydrazon als auch das p-Nitrophenyl- 
hydrazon des Bernsteinsiurehalbaldehyds (VI) in wohl krystalli- 
sierter Form zu erhalten. Die gleichen Hydrazone erhalt man 
nun, wenn man die Glutaminsiiure aus Histidin und die aus 
KiweiB mit Wasserstoffsuperoxyd behandelt. Es entsteht also 
aus allen 3 Substanzen das Hydrazon der Verbindung (VI) von 
der Summenformel C,H,O,. Es kénnte nun gegen diese Deutung 
der Kinwand gemacht werden, daS durch die Wasserstoffsuper- 
oxyd-Oxydation die isomere Verbindung, nimlich die a-Keto- 
buttersiure (VII) entstiinde. Wir haben nun wieder nach Krebs 
von der a-Aminobuttersiure (VIII) ausgehend durch oxydative 
Desaminierung mit iiberlebenden Nierenschnitten das 2,4-Dinitro- 
phenylhydrazon und das p-Nitrophenylhydrazon der «-Ketobutter- 
siure (VII) dargestellt, und es zeigte sich, daB das p-Nitrophenyl- 
hydrazon sich nicht nur durch seine ganz verschiedene Léslichkeit, 
sondern auch durch einen Schmelzpunktsunterschied von etwa 
40° von dem isomeren Hydrazon (VI) aus Histidin unterschied. 
Die Dinitrophenylhydrazone zeigen nahezu gleichen Schmelzpunkt, 





1) Ber. chem. Ges. 66, 1759 (1933). 
*) Einhorn u. Ladisch, Liebigs Ann. 343, 264 (1905). 
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aber bei Anstellung der Mischschmelzpunktsyrobe eine Depression 
von 25°. 

Es ist wohl schwer méglich diese ganzen Umwandlungen 
anders zu erkliren, als da8 der primaire Angriff der Histidase am 
Imidazolring erfolgt. Denn man kénnte nur durch ganz unwahr- 
wahrscheinliche Formulierungen bei Annahme einer enzymatischen 
hydrolytischen «-Desaminierung zu den dargestellten Kérpern ge- 
langen. Die Nichtangreifbarkeit der Imidazolmilchsaure und der 
Urokaninsiure mit Lauge und die Unméglichkeit der Uberfiihrung 
in Glutaminséure li8t die Annahme einer «-Desaminierung, wie 
schon erwahnt, auch gar nicht zu. 

Der oxydative Abbau der w-Aminosiuren durch Wasserstofi- 
superoxyd, unseres Wissens zuerst von Dakin?) untersucht, wurde 
in diesem Zusammenhang von uns an einigen Beispielen ansgefihrt. 
Dakin untersuchte das Verhalten von Asparaginsiure und erhielt 
dabei den Halbaldehyd der Malonsiure. AuBerdem studierte 
Langheld?) die oxydative EKinwirkung von Natriumhypochlorid 
und konnte ebenfalls zeigen, da8 z.B. bei Alanin, Leucin, Phenyl- 
alanin unter anderen auch bei Histidin *) immer wieder der Aldehyd 
der nachst niederen Fettsiure entstand. Wir untersuchten nun 
den EinfiluB von Wasserstoffsuperoxyd auf Alanin, a-Aminobutter- 


| sdure und, wie oben erwahnt, auf Glutaminsiure und fanden in 


allen drei Fallen die nachst niederen Fettsiurealdehyde, die in 
Form ihrer Dinitrophenylhydrazone isoliert wurden. Da nun aber 
tatsichlich das Zwischenprodukt (II) bei der Wasserstoffsuperoxyd- 
oxydation in den Halbaldehyd der Bernsteinsiiure (VI) iibergeht, 
handelt es sich hier sicher um die analoge Reaktion, woraus folgt, 
daB keine «-Desaminierung stattgefunden haben kann. Schon die 
Tatsache, daB die optisch aktive Glutaminsiure entsteht, labt 


| eine nachher nicht enzymatische Bildung von optisch aktiver 
| Glutaminsiure nicht zu. Es ist also sicher, daB die Histi- 


dase den Imidazolring hydrolytisch spaltet. 

Der Hauptweg des Abbaus der Aminosiuren im tierischen 
Organismus geht nach der von Knoop postulierten Reaktion der 
oxydativen Desaminierung vor sich, und durch die Untersuchungen 
von Krebs ist einwandfrei gezeigt, daB ein solcher Abbau haupt- 
sichlich in der Niere stattfindet. Nun zeigt es sich aber, daB 
gerade das Histidin eine Ausnahmestellung einnimmt, indem dieses, 


% 


1) Chem. Z. 1909, I, 1387. 2) Ber. chem. Ges. 42, 392 (1909). 
®) Ber. chem. Ges. 42, 2373 (1909). 
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wie auch schon Krebs gefunden hat, von der Niere nicht oder 
nur spurenweise desaminiert wird. Dementsprechend miissen wir 
annehmen, daB die von dem einen von uns (E.) in der Leber ge- 
fundene Histidase beim Abbau des Histidins die Hauptrolle spielt. 
Die anderen Abbaureaktionen des Histidins wie die Decarboxy- 
lierung zu Histamin, und die Bildung von Urokaninsiure betreffen 
normalerweise nur ganz geringe Mengen des Histidins. Kotake 
und Konishi?) haben gezeigt, daf bei Verabreichung von sehr 
groben Mengen von Histidin Urokaninsiure gefaBt werden kann. 
Wabhrscheinlich kann die Leber in diesem Fall den normalen 
Histidinabbau durch Histidase eben nicht bewaltigen, und es wird 
der Nebenweg der Bildung von Urokaninsiure eingeschlagen. Die 
Histaminbildung im tierischen Organismus ist eine so geringe, 
daB sie nicht geniigen wiirde, iiber das Schicksal des gesamten 
Histidins Aufschlu8 zu geben. 

Es ist eigentiimlich, daf die beiden Hexonbasen Histidin 
und Arginin, durch streng spezifische Enzyme in der Siugerleber 
abgebaut werden, wobei an die Rolle der Arginase bei den Wachs- 
tumserscheinungen und bei der Bildung des Harnstoffs erinnert 
werden soll, Nun scheint andererseits bei Fitterungversuchen 
das Histidin als EiweiBbaustein das Arginin ersetzen. zu kénnen, 
und es soll in diesem Zusammenhang auf die Méglichkeit hin- 
gewiesen werden, die durchaus denkbar wire, da8 nimlich eines 
der Zwischenprodukte des enzymatischen Histidinzerfalls iiber das 
Citrullin in Arginin iibergefiihrt wiirde. Schiittelt man Histidin 
in der yon Krebs angegebenen Weise mit iiberlebenden Leber- 
schnitten, so kommt es statt zu Ammoniakbildung zur Bildung 
von Harnstoff. Man kann diese Harnstoffbildung am zwanglosesten 
so erkliren, daB eben das durch die Histidase in Freiheit ge- 


setzte Ammoniak auf dem Wege iiber Arginin und nachfolgender | 


Arginasespaltung in Harnstoff iibergefiihrt wird. Schiittelt man 
nimlich eine entsprechende Menge von Ammoniumcarbonat mit 
Leberschnitten, so geht dieses Ammoniak ebenfalls in Harnstoff 
iiber. Man mu8 dabei annehmen, daf in der Leber a priori die 
fir die Argininsynthese notwendige Menge Ornithin enthalten ist. 
Man kénnte aber sich auch vorstellen, daB das enzymatische Spalt- 
produkt des Histidins sich direkt in Arginin umlagert, wobei 


allerdings die Reaktion nur unter gleichzeitiger Hydrierung zu & 
formulieren wire. Ob auch dieser letztere Weg von der Zelle 





1) Diese Z. 122, 230 (1922). 
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uns die Bearbeitung dieser Frage vor. 


IIIb 

One _NH, _NH, _NH, 

/ CH-OH 6=0 G=NH 
NH NH “NH NH 

| | | 
co | CO CH, dss, 

| | | + NH, | 
cH, «Oo ++ NH, —> CH, —> cH, +> on, 

| (aus der | | 
CH, Spaltung) CH, ria 2 
CH-NH, CH-NEy CH-NH, CH-NH, 
| | | 
COOH COOH COOH COOH 


Endlich ist es noch bemerkenswert, daB das von Ackermann 
aus dem Vogelmuskel isolierte Methylhistidin weder von Siuger- 
noch von Vogelhistidase zerlegt wird. d-Histidin wird nicht ge- 
spalten, d,l-Histidin nur zur Halfte, auch Imidazolmilchsiiure weder 
die aus l- noch die aus d-Histidin gewonnene spaltet. Die Histi- 
dase ist also ein streng spezifisches Enzym. Daf Benzoylhistidin 
gespalten wird, liegt sicher nur daran, dab durch die in der Leber 
vorhandenen Peptidasen zunichst Histidin freigemacht wird. 


Beschreibung der Versuche 


Beispiel eines Spaltungsansatzes. 200 ¢ Leber von Katzen wurden 
durch die Fleischmaschine oder den Latapie-Apparat zerkleinert, Toluol 
zugesetzt und mit 700 cem Phosphatpufferlésung von px = 8 versetzt und 
mit Quarzsand verrieben. Der Extrakt wird dann koliert und auszentri- 
fugiert. Zu diesem Extrakt wird nun eine Lackmus-neutrale Lésung von 10 g 
Histidinchlorhydrat gegeben: Gesamtvolumen 1000 ccm (enthaltend 2200 mg 
Histidin-N). 

Gleichzeitig Ansatz einer Menge Leberextrakt ohne Histidin als 
Leerversuch, ' 

Beide Ansiitze 1—2 Tage im Brutschrank bei 38°. Nach dieser Zeit 
ist die Diazoreaktion auf Histidin negativ oder doch nahezu negativ.') Zur 
Bestimmung des Ammoniaks Entnahme eines aliquoten Teils, Alkalisieren 
einmal mit 2 ccm gesittigter Natriumcarbonatlésung (Soda-Folin), das andere 
Mal mit 2 ccm 40°/, iger Natronlauge (Laugen-Folin) 3 Stunden Durchliiften. 


Sodafolin 32°/, Ammoniak Laugenfolin 62°/, N-Ammoniak 
(nach Abzug der Leerwerte) 


EnteiweiBung der Lésung: 10 Minuten im siedenden Wasserbad; von 
ausgefiélltem Eiwei8 durch Koliertuch abfiltrieren, mit wenig Wasser ver- 





’) Der gréBte Teil des Histidins ist schon nach wenigen Stunden zerlegt. 
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beschritten wird, miiBte erst bewiesen werden, und wir behalten 
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reiben und wieder durch Koliertuch. Vereinigte Filtrate weiter enteiweift 
durch sorgfiltige Zugabe von Bleiessig solange noch Fiallung. Dann von 
ausgeschiedenem Niederschlag abzentrifugieren, in der klaren Lésung Blei 
durch Einleiten von Schwefelwasserstoff entfernen und nach Durchliiftung 
vom Bleisulfid abfiltrieren. 

Mit dieser Lésung wurden vielfach schon Versuche angesetzt. In 
anderen Fallen wurde die Lésung im Hochvakuum auf ein kleines Volumen 
bis zur Sirupkonsistenz eingeengt, in wenigen Fillen wurde mit dieser 
eingeengten Lésung noch die Neuberg-Kerb')-Fallung durchgefihrt. 

Spaltung verliuft anaerob. Je 100 mg neutralisiertes Histidin- 
chlorhydrat + 25 cem Phosphatpuffer 5 Stunden bei 38°. 








| Sodafolin | Laugenfolin 














Histidin-Leberbrei in O,-Atmosph. | 1,9 mg N 3,8 mg N 
2 


9 +P] 2 ? ? ? ”? ? rb] 7 


Daraus ist ersichtlich, daB die Abwesenheit von Sauerstoff keinen 
Einflu8 auf die Spaltung hat. 

Um zu zeigen, daB das bei der enzymatischen Spaltung gebildete 
Ammoniak tatsiichlich als freies Ammoniak vorhanden ist und nicht erst 
durch die Einwirkung der Sodalésung entsteht, wurde es unter mildesten 
Bedingungen zu bestimmen versucht. Und zwar 1. durch Titration unter 
Zusatz von Formaldehyd nach Malfatti und andererseits durch Fillung 
aus der Liésung als Ammoniumbydrotartrat. 

Titration nach Malfatti: Je 0,4 cem der eiweiB- und bleifreien 
im Hochvakuum bei 20—25° eingeengten Liésung + Wasser: 


Titriert mit n/50-Lauge gegen Phenolphth. Verbrauch 12,9 ccm 
Titriert mit n/50-Lauge gegen Pheno)phth. 
nach Zugabe von neutral. Formol Verbrauch 26,0 ccm 
Differenz 13,1 ccm 

Bestimmung des NH, nach Folin mit gesitt. Sodalésung Verbrauch 13,2 ccm 


Fallung des Ammoniaks mit Weinsadure. Eingeengte Lésung 
+ 4fache Menge Weinsiure: Krystalline Fallung. Erwies sich als 
Ammoniumbitartrat. 

Spaltungsansatze mit 1,d,dl-Histidin, 1-Benzoylhistidin, d und 
1-Imidazolmilchséure. 100 mg |-Histidinchlorhydrat + 5 cem Wasser 
+ 3ccm n/10-NaOH + 10 ccm Leberextrakt (einer Katze) aus 2,5 g Leber 
in Phosphatpuffer py = 8:18 ccm enthaltend 22 mg Gesamt-N; 80 mg rac. 
Histidin*) + 5 cem Wasser + 10 ccm Leberextrakt wie vor: 15 ccm ent- 
haltend 22 mg Gesamt-N; 100 mg d-Histidinchlorhydrat + 5 cem Wasser 
+8 cem n/10-NaOH + 10 ccm Leberextrakt wie vor: 18 ccm enthaltend 
22 mg Gesamt-N. 

200 mg 1-Benzoylhistidin + 50 ccm Phosphatpuffer (wegen Schwer- 
léslichkeit des Benzoylhistiuins) + 20 ccm Leberextrakt wie vor: 70 ccm 
enthaltend 32,4 mg Gesamt-N; 100 mg rac. Imidazolmilchséure aus rac. 





1) Hoppe-Seyler-Thierfelder, S. 219. 
*) 1-Histidinchlorhydrat, diese Z. 77, 439 (1912). 
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Histidin’) + 5 ccm Wasser +2 cem n/10-NaOH + 10 cem Leberextrakt 
wie vor: 17 cem enthaltend 10,7 mg Gesamt-N; 100 mg Imidazolmilchsiure 
" aus d-Histidin') +5 ccm Wasser + 2 ccm n/10-NaOH + 10 ccm Leber- 

8 ff  extrakt wie vor: 17 cem enthaltend 10,8 mg Gesamt-N; fiir Leerwert: 20 ccm 
Leberextrakt allein. Je 40 Stunden Spaltung im Brutschrank bei 38° unter 















































* _ Toluol. Sodafolin(S.F.)- und Laugenfolin(L.F.)-Bestimmung in bestimmter 
ve Menge und auf Gesamtvoiumen umgerechnet, nach Abzug Leerwert. 
"a 1-Histidin rac. Histidin d-Histidin 
ee Un er | LNT er | iP. 
ee Gef. mg N 6,7 11,6 4,0 7,1 0,8%) | 0,8) 
a Ber. mg N 7,3 14,6 3,7 7,3 0... | oe 
wees rac. Imidazol- Milchsiure aus 
/-Bensoyibistidin milchséure d-Histidin *) 
en 
Ff | OFT oF. | LPP SP. | UL. 
oa Gef. mg N 10,6 19,4 02 | 02 oa. to 
i Ber. mg N 10,8 21,6 0,0 | 0,0 00 | -0,0 
ber Die in den Tabellen angefiihrten Zahlen zeigen also deutlich, daB von ; 
ng allen den untersuchten Substanzen nur das natiirliche 1-Histidin durch das : 
Enzym gespalten wird. Beziiglich des Benzoylhistidins wurde oben schon 
en @ erwihnt, daB die Spaltung auf die gleichzeitig anwesenden Peptidasen 
zuriickzufiihren ist. r 
om Untersuchung der Niere. Histidin + Nierenbrei: keine Spaltung. 
Oxydative Desaminierung von Histidin mit iiberlebenden Nierenschnitten 
om nach Krebs uniter Zusatz von arseniger Siiure ohne Ergebnis: keine 
m Fillung mit Dinitrophenylhydrazin. Untersucht: Niere von Katze, Meer- : 
m schweinchen, Huhn, Taube. 
ng EinfluB von tberlebenden Nierenschnitten auf das Histidin- 
te spaltprodukt. Histidasespaltung wird durch geringe Mengen arseniger 
Sdiure nicht sehr wesentlich beeinflu8t, dadurch konnte Zusatz von Toluol 
a zur Spaltung vermieden werden (wegen nachfolgender Behandlung mit 
A Nierenschnitten). Wenn jetzt Spaltung noch in Bicarbonatpuffer*) aus- 
xd gefitihrt wird, dann hat man die Bedingungen fiir die oxydative Des- | 
a:ninierung, deshalb Ansatz: 250mg Histidinchlorhydrat lackmus-neutralisiert i 
- + 1 cem m/20-Arsenigsiurelésung in Bicarbouatpuffer + Meerschweinchen- 
at - leberbrei aus 5g Leber, Gesamtvolumen 50 ccm. Nach 22 Stunden Spaltung 1 
= im Brutschrank bei 38° EnteiweiBung durch 10 Miuuten Kochen im siedenden 
nd Wasserbad. Bestimmung von Soda- und Laugenfolin. 25 ccm der restlichen 
Lésung mit Nierenschnitten (eine Meerschweinchenniere) geschiittelt und 
if wiederum Soda- und Laugenfolin bestimmt. 
” 1) Frinkel u. Pyman, Mh. Chem. 24, 237 (1903). 





*) Riihrt von geringen Mengen Ammoniak im untersuchten Priparat her. 
5) Milchsiure aus 1-Histidin vgl. diese Z. 191, 240 (1930) 
4) Vgl. Warburg, Stoffwechsel d. Tumoren, Berlin 1926, 8. 159, 176. 
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SF. LF. 
Histidasespaltung nach 22 Stunden unterbrochen . .. . 4,7 1,7 
nach 5 Stunden Schiitteln mit Nierenschnitten . . . . . 4,6 1,7 


Dieser Versuch und dhnliche Versuche, wobei Histidin mit Leber 
+ Nierenschnitten gemeinsam geschiittelt wurden, zeigen deutlich, daB das 
von der Histidase gebildete Spaltprodukt des Histidins durch iiberlebende 
Nierenschnitte nicht weiter veriindert wird. 

Es gelingt auch aut keinen Fall, trotz wiederholter Versuche, irgend- 
welchen Einflu8 von iiberlebenden Nierenschnitten auf Histidin nachzu- 
weisen. Wir verzichten hier auf die Wiedergabe der Versuchsprotokolle. 

Spritzt man nach Kijokawa*) Kaninchen Histidin subcutan ein, so 
konnten wir nachweisen, daB fast 60°/, des Histidin-N in Form von Harn- 
stoff im Harn erscheinen. Der genannte Autor konnte bei Verabreichung 
von 5¢ Histidinchlorhydrat im Harn 0,86 g Urokaninsiure isolieren. Es 
ist, wie schon im allgemeinen Teil erwihnt wurde, héchst wahrscheinlich, 
dab der Organismus bei einer solchen plétzlichen Uberschwemmung mit 
der Aminosiure den normalen Abbauweg mit Hilfe der Histidase nicht mehr 
bewiltigen kann, und da8 die Bildung der Urokaninsiure ein Nebenweg 
darstellt. 


Isolierung der d-(+)-Glutaminsaure. Die stark eingeengte sirup- 
artige Spaltungsfliissigkeit wurde mit konzentrierter HCl versetzt und von 
dem reichlich ausgeschiedenen anorganischen Material im wesentlichen 
NaCl abgesaugt. Die klare Lésung wurde dann mehrmals auf dem Wasser- 
bad mit konzentrierter Salzsiiure nahezu zur Trockne gedampft. Daz aus- 
geschiedene Glutaminsiurechlorhydrat wurde abgesaugt und die Mutter- 
leuge nochmals mit konzentrierter Salzsiiure abgeraucht. Die vereinigten 
Krystallmassen auf Ton gestrichen, dann in wenig Wasser gelést, mit Tier- 
kohle behandelt und nach Entfernung der Tierkohle eingeengt. Beim Er- 
kalten krystallisiert Glutaminsiurechlorhydrat aus. Aus der Mutterlauge 
sind durch Einleiten von HCl weitere Mengen Glutaminsiurechlorhydrat 
zu gewinnen. Enthialt auch noch reichliche Mengen Ammonchlorid. 

Ganz reines Glutaminsiiurechlorhydrat durch Umkrystallisieren aus 
absolutem Alkohol: Schmp. 206° (keine Depression mit Glutaminsiure- 
chlorhydrat aus Eiwei8, optisch aktiv). 


Darstellung der Ketoglutarsiure aus der aus Histidin dar- 
gestellten Glutaminsiure durch fermentative oxydative Desaminie- 
rung. 240 mg des obigen Glutaminsiiurechlorhydrates lackmus-neutralisiert 
in 50 cem Bicarbonatpuffer gelést + 1,5 ccm mol./20 Arseniksdurelésung mit 
Schnitten von einer Meerschweinchenniere in gewéhnlichem Erlenmeyer- 
Kolben — mit 2mal durchbohrtem Gummistopfen zwecks Einleiten von 
O, — 5 Stunden bei 38° in O,-Atmosphire mit 5°/, CO, geschiittelt, In 
derselben Weise 240 mg Glutaminsiiure aus EiweiB oxydativ desaminiert. 

Nach EnteiweiBung mit Trichloressigsiure Fillung des Hydrazons mit 
einer bei Zimmertemperatur gesittigten Lésung von 2,4-Dinitropheny!- 
hydrazin in 2 n-HCl. 

Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt beider Hydrazone = 220°. 





1) Diese Z. 214, 39 (1933). 
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Analyse’) des Hydrazons aus Spaltungsglutaminsiure: 2,639 mg Subst.: 
( 398 cem N (18°, 753 mm). 
C,,H,,O,N, Ber. ‘N 17,18 Gef. N 17,53. 


Von der Wiedergabe der zahllosen Versuche, die wir zur chemischen 
Reindarstellung des Spaltproduktes unternahmen, sehen wir hier ab, da si¢ 
niemals zu einheitlichen Produkten fihrten. Die leichte Zersetzlichkeit des 
Spaltproduktes bringt es mit sich, da8 man immer nur Gemische erhilt. 

Oxydationsversuche mit Wasserstoffsuperoxyd. — Oxydation des 
Spaltproduktes. 6 ccm eingeengte entbleite Liésung (von 30 ccm einer 
eingeengten Lésung, die aus einer Spaltung von 10 g Histidinchlorhydrat 
entstammen) in neutraler oder schwach alkalischer Lésung mit iiberschiissigem 
Perhydrol (etwa 5 ccm) versetzt und ganz schwach erwirmt bis Reaktion 
unter Gasentwicklung eintritt, die sich von selbst durch die auftretende 
Reaktionswirme steigert. Wenn die Reaktion abflaut, wiederum schwach 
erwirmen und das einige Male wiederholen, Wasserstoffsuperoxyd dann 
zum gréBten Teil verschwunden. Nach Erkalten mit 2 n-HCl Ansiuern 
und Versetzen mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin. Nach kurzer Zeit scheiden 
sich goldgelbe Nadeln aus in einer Menge von 0,3 g. Die Ausbeute ist 
befriedigend, wenn man beriicksichtigt, daB auch durch Oxydation von be- 
kannten Aminosiuren mit Wasserstoffsuperoxyd unter denselben Bedingungen 
die Ausbeuten bei weitem nicht quantitativ sind. Das Hydrazon ist leicht 
léslich in 5°/, iger Sodalésung, woraus es mit verdiinnter HC! wieder gefiallt 
wird. Schmelzp. 197° (Dinitrophenylhydrazon des Formaldehyds Schmelz- 
punkt 164°, nicht in 5°/, iger Sodalésung léslich). Zur Analyse aus Alkohol 
umkrystallisiert, goldgelbe Blittchen, Schmelzp. 201—202°. 

4,281 mg Subst.: 6,69 mg CO,, 1,305 mg H,O. — 3,677 mg Subst.: 
0,627 mg N, (17°, 752 mm). 

C,oH,,0,N, (Mol.-Gew. 282,17) Ber. C 42,54 H3,57 N 19,86 
i cae”) eS 


Alanin + Wasserstoffsuperoxyd. In wenig 2 n-NaOH gelést 
+ Perhydrol im Uberschu8, erwirmt bis Reaktion von selbst weiter geht, 
dann mit 2 n-HCl angesduert und 2,4-Dinitrophenylhydrazin gefallt, Schmelz- 
punkt etwa 150°, keine Depression mit aus Acetaldehyd gewonnenem 
Hydrazon. 

«-Aminobuttersiure + Wasserstoffsuperoxyd. Darstellung 
wie oben,.Dinitrophenylhydrazon des entstandenen Propylaldehyds: Schmelz- 
punkt aus Alkohol 136°, schéne gelbe Nadeln. 

2,250 mg Subst.: 3,75 mg CO,, 0,80 mg H,O. — 2,010 mg Subst.: 
0,413 cem N, (18°, 755 mm). 

C,H,,O,N, (Mol.-Gew. 238,17) Ber. OC 45,36 H 4,23 N 23,53 
Gef. ,, 45,45 » 3,98 » 23,95. 


Glutaminsiure aus EiweiB + Wasserstoffsuperoxyd. Dar- 
stellung wie vorhin. Dinitrophenylhydrazon des entstandenen Bernstein- 
siurehalbaldehyds Schmelzp. 201°. Dieses Hydrazon gibt mit dem Hydrazon 
des Wasserstoffsuperoxyd-Oxydationsproduktes aus der Histidasespaltung 
keine Depression. 





1) Die hier angegebenen Mikroanalysen wurden uns in freundlicher 
Weise von Herrn Dr. Roth, Heidelberg, Kaiser Wilhelm- Institut ausgefiihrt. 
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o-Ketobuttersdure durch oxydative Desaminierung aus «-Amino- 
buttersiure nach Krebs. 300 mg Aminobuttersdure in 50 ecm Bicarbonat- 
puffer + 0,5 cem mol./20 Arsenigsiurelésung mit Schnitten von 2 Ratten- 
nieren 5 Stunden bei 38° geschiittelt. Nach EnteiweiBung mit Trichloressig- 
siure Fillung als Dinitrophenylhydrazon: 203 mg citronengelbe Nadeln 
Schmelzp. 196°, Mischschmelzpunkt mit dem Oxydationsprodukt aus Histi- 
dasespaltung: 25° Depression. 


p-Nitrophenylhydrazon des Bernsteinsaurehalbaldehyds und der 
«-Ketoglutarsaure. Es wurde einerseits Glutaminsiure aus EiweiB und 
andererseits Glutaminsiiure aus Histidin der Wasserstoffsuperoxyd-Oxydation 
unterworfen und genau wie oben bei der Darstellung der 2,4-Pheny]l- 
hydrazone das p-Nitrophenylhydrazon dieser beiden Verbindungen hergestellt. 
Die beiden Substanzen schmolzen bei 155—158°, wie das Harries und 
Ahlefeld‘) angeben. Die Darstellung des p-Nitrophenylhydrazons der 
a-Ketobuttersiiure, die durch oxydative Desaminierung der o-Aminobutter- 
siure gewonnen wurde, ergab ein p-Nitrophenylhydrazon vom Schmelz- 
punkt 203°. Wéihrend dieses Hydrazon in kaltem Alkohol sehr schwer 
léslich war, erwies sich das aus der Glutaminsiiure gewonnene p-Nitro- 
phenylhydrazon als leicht léslich. Die beiden Substanzen waren also nicht 
identisch, und dementsprechend ist das Oxydationsprodukt aus Glutamin- 
siure sicher als Halbaldehyd der Bernsteinsiiure charakterisiert. 





1) Ber. chem. Ges, 42, 164 (1909). 
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Zu ,Hans Brockmann und Otto Vélker, 
Der gelbe Federfarbstoff des Kanarienvogels /Serinus canaria canaria (L.)] 
und das Vorkommen von Carotinoiden bei Végeln“. (Seite 193.) 





